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© Tripeptidderivate und Verfahren zur Bestimmung von Enzymen mittels derselben. 



@ Es werden Tripeptidderivate beschrieben, die zur quan- 
titativen Bestimmung von proteolytischen Enzymen, 
insbesondere Enzymen der EnzymWasse E.C. 3.4.21., ver- 
wendet werden. Diese Tripeptidderivate sind Verbindungen 
der Forme! 

H-D-X-Y-Z-R 

in welcher 

X eine Cyclohexylglycyl-, Cyclohexylalanyl-, 
p-Hydroxyhexylalanyl, PhenylglycyK Phenylalanyl-, 
Tyrosyh LeucyK IsoleucyK NorleucyK ValyK Norvalyl-, 
a-Aminobutyryl-. Alanyl-, Prolyl Oder Pipecolinoyl- 
t— Gruppe darstellt, 

<^ Y eine cyciohexylg lycyl-, Cyclohexylalanyl-. 

p-Hydroxycyclohexylalanyl-, Phenylglycyl-, 
Phenylalanyl- oder Tyrosyl- Gruppe und, falls die 
00 Bedeutung von X auf Cyclohexylglycyl, Cyclohex- 
U) ylalanyl, p-Hydroxycyclohexylalanyl, Phenylglycyl, 
Phenylalanyl oder Tyrosyl beschrankt ist zusatzlich eine 
O Leucyl-, Isoleucyl-, NorleucyK ValyK Norvalyl-, 
r- or-AminobutyryK AlanyK Prolyl- oder Pipecolinoyl- 
© Gruppe darstellt, 

^ Z eine Arginyl- oder Lysylgruppe darstellt und 

0. 
LU 



R eine chromogene Gruppe darstellt, wetche durch 
enzymatische Hydrolyse abspaitbar ist und eine farbige 
oder fiuoreszierende Verbindung zu bilden vermag. 
Die genannten Tripeptidderivate werden vorzugsweise in 

Form ihrer Salze mit Sauren verwendet. 
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"Tripeptidderivate und Verfahren zur Bestimmung von Enzyrnen 
mittels derselben" • 

Die vorlisgende Erfindung betrifft neue Tripeptidde- 

rivate, die als Substrate zur quanti tativen Eestimmung von pro- 

teolytischen Enzyrnen, insbesondere Enzymen, der Enzymklasse 

3.4.21, z.3. von Organ- oder Glandularkallikreinen, Thrombin 

5 und Plasrnin, verv/endbar sind. 

Sogenanntes Organkallikrein oder Glandularkallikrein 
wird von verschiedenen Organen und Drtisen, z.B. Pankreasdrttse, 
Speicheldrilse, Niere, Schleimhaut des Verdauungstraktes, etc., 
erzeugt und -in Form von Proenzym oder in aktiver- Form ausge- 

10 schieden. Diese Organ- oder Glandularkallikreine sind in che- 
raischer und physiologischer Hinsicht von Plasmakaliikrein ver- 
schieden. Bei gewissen pathologischen Zustanden sinkt oder 
steigt der Organkallikrein-Sekretspiegel unter bzv*. Qber den 
Norraalwert. So sinkt beispielsweise die Kallikreinausscheidung 

15 im Harn von Nierenkramken wesentlich unter den Normalwert. Bei 
Kranken mit Schrumpfnieren ist die Kallikreinausscheidung na- 
hezu vollstandig unterbunden. Bei Kranken mit essentiellem 
Bluthochdruck ist die Ausscheidung von Kalltkrein im 24-Stun- 
den-Harn signifikant, durchschnlttlich urn 50# des Normalwertes, 

20 herabgesetzt (siahe z.B. H.S. Margolius in "Chemistry and Bio- 
logy of the Kallikrein-Kinin System in Health and Disease", 
1974, S. 399-409). Es ist deshalb wichtig, tiber einfache Me- 
thoden zur raschen quanti tativen Bestimmung der Organkalli- 
kreine zu verftlgen.-Es ist bekannt, z.B. Harnkallikrein durch 

25 Esterolyse von gewissen Argininestern, z.B. Tosyl-arginin- 

methylester (TAME), zu bestimmen. Bei einer verbesserten este- 
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rolytischen Methode wird mit Tritium markierter Tosyl-arginin- 
methylester verwendet und die Radioaktivitat des esterolytisch 
freigesetzten markierten Methanols gemessen. Diese esteroly- * 
tischen Methoden besitzen den Nachteil, dass sie unbiologisch 

5 sind, insofern als die Kallikreine proteolytische Enzyme sind, 
die nattlrliche Peptidketten amidolytisch und nicht esteroly- 
tisch spalten. Estersubstrate besitzen ferner den Nachteil, 
dass sie durch zahlreiche andere Enzyme unspezif isch, d.h. 
durch Kallikrein nicht spezifisch gespalten werden. Die unter 

10 Verwendung von mit Tritium raarkiertem TAME durchgeftthrte Be- 
stimmungsmethode 1st insofern umstandlich, als vor der Messung 
der Radioaktivitat des mit Tritium markierten Methanols das 
letztere aus dem Esterolysegemisch mit einer mit Wasser nicht 
mischbaren PlUssigkeit extrahiert werden muss, da sonst der 

15 noch im Esterolysegemisch vorhandene markierte TAME die Mes- 
sung verunmoglichen wilrde. 

In der deutschen Of f enlegungsschrif t Nr. 25 27 932 

12 
sind Substrate der Pormel R -Pro-X-Arg-NH-R beschrieben, in 

1 p 
welcher R eine blockierende Gruppe, -NH-R eine chromogene 

20 Gruppe und X eine Phenylalanyl-, 0-Cyclohexylalanyl-, Phenyl - 

glycyl- oder Tyrosylgruppe darstellen. Diese Substrate werden 

durch Plasmakallikrein sehr leicht gespalten und liefern ein 

2 

farbiges Spaltprodukt R -NH 2 , dessen Menge durch photometri- 
sche, spektrophotometrische oder f luoreszenzphotometrische Me- 
25 thoden gemessen werden kann. Man hat versucht, diese Substrate 
auch zur Bestimmung von Organ- oder Glandulfirkallikreinen zu 
verwenden. Es hat sich jedoch gezelgt, dass die genannten 
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Substrate ilberraschenderweise gegentiber Organ- oder Glandu- 
larkallikreinen unemprindlich sind, d.h. von den letzteren 
nicht oder nur in geringem Ausmass gespalten werden. 

In der deutschen Of f enlegungsschrif t Nr. 26 29 067 

5 sind Tripeptidderivate beschrieben, die als Substrate zur Be- 
scimmung von gewissen proteolytischen Enzymen, z.B. Glandu- 
larkallikreinen und Plasmin, verwendbar sind. Zwei Beispiele 
sind dort genannt, namlich H-D-Valyl-leucyl-arginyl-p-nitro- 
anilid.dihydrochlorid und H-D-Valyl-leucyl-lysyl-p-nitroanl- 

10 lid.dihydrochlorid. Das erste Tripeptidderivat ist ein Sub- 
strat fQr Glandularkallikrein,. wahrend das zwelte Tripeptid- 
derivat ein Substrat fur Plasmin darstellt. Die beiden Verbin- 
dungen werden durch die genannten Enzyme gespalten, wobei sich 
p-Nitroanilin bildet, dessen Menge photometrisch oder spektro- 

15 photometrisch gemessen werden kann. Die SuszeptibilitSt des 
H-D-Valyl-leucyl-arginyl-p-nitroanilid . dihydrochlorids er- 
reicht jedoch gerade knapp den Grenzwert, der ftlr die genaue 
Bestimmung des Urinkalllkreins in unkonzentriertem Urin er- 
forderlich ist. Verwendet man jedoch das genannte Amidsubstrat 

20 m konzentriertem Urin, so wird die photometrische Messung des 
P-Nitroanilins durch die Eigenfarbe des Urins stark gestort. 

Die beiden ersten Amino sauren der Tripe ptidkette der 
in der oben genannten Auslegeschrif t beschriebenen zwei Tri- 
peptidderivate tragen hydrophobe Isopropylgruppen in o- bzw. 

25 0-Stellung. Man hat versueht, durch Ersetzen der Isopropyl- 
gruppen durch aromatische Gruppen, z.B. Phenylreste, jedoch 
unter Beibehaltung der Grundstruktur der Dipeptidkette, die 
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Hydrophobizitat des Substrates und damlt dessen Suszeptibill- 
tat gegentlber Glandularkalllkrein zu erhohen. Dieser Versuch 
1st jedoch fehlgeschlagen. Die durch Einftlhrung von aroraati- 
schen Gruppen erhaltenen Tripeptidsubstrate werden durch Glan- " 

5 dularkallikreine tlberhaupt nlcht oder hochstens in sehr ge- 
ringem Ausmass gespalten. Es hat sich jedoch gezeigt, dass 
diese aromatische Gruppen tragenden Tripeptidsubstrate eine 
tlberraschend hohe Suszeptibilitat gegentlber Plasmin aufweisen. 
Es wurde ferner unerwarteterweise gefunden, dass man durch 

10 Hydrierung der aromatischen Reste in den genannten Tripeptid- 
Plasminsubstraten zu neuen Tripeptidsubstraten gelangt, die 
eine erstaunlich hohe Suszeptibilitat gegentlber Organ- oder 
Glandular kallikreinen aufweisen. Man hatte bis Jetzt geglaubt, 
dass man zum Aufbau der Tripeptidketten nur nattlrlich vdrkom- 

15 mende Amino saur en verwenden konne, urn Substrate zu erhalten, 
die von proteolytischen Enzymen gespalten wtlrden. Es war des- 
halb tlberraschend, dass man durch Verwendung von Cyclohexyl- 
reste enthaltenden Aminosauren, die in der Natur riicht vor- 
komraen, chromogene Substrate erhalten kann, die durch Organ- 

20 oder Glandularkallikreine und andere proteolytische Enzyme, 
z.B. Plasaakallikrein, leicht gespalten werden. 

Die Erfindung betrifft neue chromogene Substrate, die 
eine hohe Suszeptibilitat gegentlber gewissen proteolytischen 

Enzymen, insbesondere Enzymen der Enzyraklasse E.C. 3»^*21^, 
25 z.B* Organ- oder GlandulStrkallikreinen, Plasmin und Thrombin, 

aufweisen und somit zur quantitativen Bestimmung dieser Enzyme 

i 

verwendbar sind. Diese Substrate sind Tripeptidderivate der 
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Formal 

K-D-X-Y-Z-R x 

in welcher 

X eine Cyclohexylglycyl-, Cyclohexylalanyl-, p-Hydroxycyclo- 
hexylalanyl-, Phenylglycyl-, Phenylalanyl-, Tyrosyl-, Leucyl-, 

5 Isoleucil-, Nor leucyl-., Valyl-, Norvalyl-, a-Aminobutyryl-, 
Alanyl-, Prolyl- oder Pipecolinoyl-Gruppe- darstellt, 
Y eine Cyclohexylglycyl-, Cyclohexylalanyl-, p -Hydroxy cyclo- 
hexylalanyl-, Phenylglycyl-, Phenylalanyl- oder Tyrosyl- 
Gruppe und, falls die Bedeutung von X auf Cyclohexylglycyl, 

10 Cyclohexylalanyl, p -Hydroxy cyclohexylalanyl, Phenylglycyl, 
Phenylalanyl oder Tyrpsyl beschrankt ist, zusatzlich eine 
Leucyl-, Isoleucyl-, Norleucyl-, Valyl-, Norvalyl-, a-Ami- 
nobutyryl-, Alanyl-, Prolyl- oder Pipecolinoyl-Gruppe dar- 
stellt, 

15 Z eine Arginyl- oder Lysylgruppe darstellt und 

R eine chromogene Gruppe darstellt, welche durch enzytnatische 

Hydrolyse abspaltbar ist und eine f arbige oder f luoreszie- 

rende Verbindung R-NH 2 zu bilden vermag. 

Die in Pormel I mit R bezeichnete chromogene Gruppe 

20 kann-beispielSTxeise eine p-Nitrophenylamino-, 2-Naphthylami- 

no-, 4-Methoxy-2-naphthylamlno-, 4-Methyl-cumaryl- (7) -amino-, 

l,3-D±(mettLoxycarbonyl) -phenyl- (5) -amino-, Cbinonyl- oder 

Nitrochinonyl-Gruppe sein. 

Die Tripeptidderivate der Pormel I sind als solche in 

25 wassrigen Medien schwer loslich und werden deshalb vorzugs- 

weise ih Form ihrer Salze mit Sauren .verwendet, insbesondere 

ihre Salze mit Mineralsauren, • z.B; HC1, HBr, H SO. $ H PO , 

2 4 3 ^* 
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oder mit organischen Sauren, zB. AmeisensSure, Essigsaure, 
Propionsaure, Trlmethylessigsaure, MethoxyessigsSure , halo- 
genierte EssigsSuren, wie Trichlor- oder Trif luoressigsSure, 
GlykokollsSLure, Milchsaure, Oxalsaure, Malonsaure, Zitronen-" 
5 sSure, BenzoesSiire, im Kern substituierte aromatische SSuren, 
wie Toluylsauren, Chlor- oder Brombenzoesauren, Methoxybenzoe- 
sSuren und AminobenzoesSuren, PhthalsSure, etc. Die Art der 
verwendeten Saure ist nicht kritisch, da sle an der Reaktion 
zwischen den Substraten und den Enzymen nicht teilnimmt. 
10 Die Substrate der Formel I bzw. deren Salze mit Sau- 

ren werden unter der Einwirkung von gewissen proteolytischen 
Enzymen, insbesondere Enzymen der Enzymklasse E.G. 3.4.21. 
(s. "Enzyme Nomenclature", Elsevier Scientific Publishing 
Company, Amsterdam 1973, S. 2^8 u.f.), z.B. Organ- und Glan- 
15 dularkallikreinen, Plasmin und Thrombin, hydrolytisch gespal- 
ten, wobei ein farbiges oder f luoreszierendes Spaltprodukt 
der Formel R-NH 2 entsteht, dessen Menge durch photometrische, 
spektrophotoraetrische, f luoreszenzspektrophotoraetrische oder 
elektrochemische Methoden gemessen werden kann. Die neuen 
20 Substrate sind somit zur quantitativen Bestimmung von prote- 
olytischen Enzymen, insbesondere Enzymen der Enzymklasse E.C. 

* 

•'3.4.21., welche natUrliche Peptidketten an der Carboxylseite. 
sowohl von Arginin als auch Lysin spalten, z.B. Organ- oder 
GlandulSrkallikreinen, . Plasmin, Plasmakallikrein, Thrombin 
~25 sowie deren Inhibitoren und Proenzyme und auch anderer Fakto- 
ren, .die an der Bildung oder Inhibition der genannten Enzyme 
beteiligt sind, geeignet. 
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Eine bevorzugte Gruppe von Tripeptidderivaten bein- 
haltet Verbindungen der Forrael I, in welcher 

a) X eine Cyclohexylglycyl-, Cyclohexylalanyl- oder Cyclohe- 
. xyityrosyl-Gruppe und 

T : eine Alanyl-, a-Aminobutyryl- , Valyl-, Norvalyl-, Leucyl-> 
Norleucyl-, Isoleucyl-, Prolyl- oder Pipecolyl-Gruppe dar- 
stellen, 



b) Y eine Phenylalanyl-, Phenylglycyl- oder Tyro syl -Gruppe 



X eine Cyclohexylglycyl-, Cyclohexylalanyl- , Cyclohexyl- 
tyrosyl-, Phenylalanyl- oder Phenylglycyl-Gruppe darstel- 
l.en, 



15 c) Y eine Cyclohexylglycyl-, Cyclohexylalanyl-, Cyclohexyl- 

tyrosyl-, Phenylglycyl- oder Tyrosyl-Gruppe darstellen und 
X eine Alanyl-, a-Aminobutyryl-, Valyl-, Nvalyl-, Leucyl-, 
Norleucyl-, Isoleucyl- oder Prolyl-Gruppe darstellen, 



20 d) X eine Phenylalanyl-, Phenylglycyl- oder Cyclohexylglycyl - 
Gruppe und 

Y eine Cyclohexylalanyl-, Cyclohexylglycyl- oder 
Cyclohexyltyrosyl-Gruppe darstellen. 

Die Tripeptidderivate, die in den nachf olgenden Aus- 
25 ftihrungsbeispielen 3, 5, 7, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 19, 23, 
24, 3^i 36, 37, 38, 39, 40, *l f 65, 71, 72 und 73 beschrie- 



oder 



und 



oder 



oder 



BAD ORIGINAL 
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ben sind, elgnen sich besonders als Substrate zur Bestimmung 

von Urinkallikrein. 

Zur Bestimmung von Kallikrein in menschlichem Sputum 

kann man die in den nachf olgenden Ausftthrungsbeispielen 1, 3, 
5 5, 7, 9, 12, 13, 15, 16, 23, 27, 3*, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 

53, 54, 55, 56, 57, 58, 65, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 75, 

76 und 77 beschriebenen Tripeptidderivate verwenden* 

Die in den nachf olgenden AusfOhrungsbeispielen 1, 2, 

4, 6, 8, 10, 16, 17, 18, 19, 23, 29, 32, 33, 35, 36, 37, 39, 
10 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 51, 57, 63, 64, 67, 68, 71, 73 

und 74 beschriebenen Tripeptidderivate bilden eine Gruppe von 

Substraten, die zur Bestimmung von Plasmin eingesetzt werden 

konnen. 

Die in den nachf olgenden Ausftlhrungsbeispielen 19,. 
15 23, 27, 28, 48, 49, 51, 52, 56, 57, 58, 65, 66, 68, 69, 70, 
75, 76 und 77 beschriebenen Tripeptidderivate stellen sehr 
empfindliche Substrate ftlr die Bestimaung von Thrombin dar. 



0019589 



Die Erfindung bezieht sich femer auf ein Verfahren 



sur quantitative!! Bestimmung von proteolytischen Enzyraen der 
Enzymklasse E.C. 3.4.21. , welche natilrliche Peptidketten auf 
der Garboxylseite sowohl von Arginin als auch von Lysin spal- 
5 ten/ z.3. von Organ- oder GlandularkaUikreinen, Plasmin und 
Thrombin. Das erf indungsgemasse Verfahren ist dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man Materialien, welche die oben genannten Enzy- 
me enthalten oder in welchen die letzteren gebildet oder ver- 
braucht werden, mit einem Tripeptidderivat der Formel I zur Re- 
10 aktion bringt und die Menge des durch die hydrolytische Ein- 
wirkung des Enzyms auf das Tripeptidderivat gebildeten farbi- 
gen oder f luoreszierenden Spaltproduktes R-NHg durch photome- 
trische, spektrophotometrische, f luoreszenzspektrophotometri- 
sche oder elektrochemische Methoden misst. Man kann nach 
15 diesem Verfahren beispielsweise den Enzymgehalt von Enzympra- 
paraten oder den Enzymspiegel in K3rperf Idssigkeiten des Men- 
schen, z,B. in Urin, Pankreassaf t, Darmschleim, Milchdrtlsen- 
sekret, Schweissdrtlsensekret, Sputum und Blut, und der SSuge- 
tiere bestimmen. Das erf indungsgemasse Verfahren eignet sich 
20 insbesondere zur quant i tat iven Bestimmung von Organ- oder 

GlandulSrkallikreinen in den oben genannten Korperf lGssigkei- 
fcen und von P lasmakallikr ein . Mittels dieses Verfahrens kon- 
nen freie Organkallikreine und Schleimkallikreine sowie die 
. . sich aus PrScallikreinen bildenden Kallikreine und f erner phy- 
25 siologische oder nicht-physiologische Inhibitoren der Kallikre- 
ine imd physio logische oder nicht-physiologisphe Aktivatoren 
der PrSkallikreine bestimmt werden. 



BAD ORIGINAL 0j) Die Tripeptidderivate der Formel I kSnnen nach den im 
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Polgenden beschriebenen Methoden hergestellt werden: 

1) Die chromogene Gruppe R wird an die Carboxylgruppe 
des C-terminalen Arginins oder Lysins angehangt, wobei deren t 
a -Amino gruppe durch eine Schutzgruppe, z.B. eine Carbobenz- 
5 oxy- oder tert . -Butoxycarbonylgruppe, die S-Guanidylgruppe im 
Pall des Arginins durch Protonisierung, z.B, mit HC1, Nitrie- 
rung oder Tosylierung, und die £ -Amino gruppe im Pall des Lysins 
mit einer Carbobenzoxygruppe oder einer p-Methyl-, p-Methoxy- 
oder p-Chlor-benzyloxycarbonylgruppe oder einer tert . -Butoxy- 
10 car bony lgruppe geschiltzt werden. Die C-terminale R-NH — -Gruppe 
dient wahrend des stufenweisen Aufbaus der Peptidkette eben- 
falls als Schutzgruppe. Die anderen Schutzgruppen konnen Je 
nach Bedarf selektiv abgespalten werden, um die weiteren Ami- 
nosaurederivate anzukntlpfen, bis die gewOnschte Peptidkette 
15 vollstandig aufgebaut 1st. Zum Schluss konnen die verbleiben- 
den Schutzgruppen vollstandig abgespalten werden, ohne dass 
die R-NH-Gruppe in Mitleidenschaf t gezogen wird (siehe z.B. 
Miklos Bodansky et al., "Peptide Synthesis" , Interscience 
Publishers, 1966, S. 163-165). 
20 2) Zuerst wird die Peptidkette (nach Bodansky, loc. 

cit.) aufgebaut, wobei jedoch die C-terminale Carboxylgruppe 
des Arginins bzw. Lysins mit einer Obllchen Estergruppe, z.B. 
einer Methoxy-, Aethoxy- oder Benzyloxygruppe im Pall des Ar-~ 
ginlns oder einer tert . -But oxygruppe im Pall des Lysins, ge- - 
25 schtltzt wird. Die Estergruppen kSnnen durch alkalische Hydro- 
lyse abgespalten werden, mit Ausnahme der tert . -But oxy gruppe, 
di,fe selektiv mittels Trif luor ssigsKiire abgespalten werden 
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muss* Falls die 6-Guanidylgruppe des Arginins protonlsiert 
1st, wird die genannte Estergruppe mittels Trypsin enzymatisch 
abgespalten, wobei Iceine Raceraisierung eintritt. Hierauf wird 
die chromogene Gruppe R-NH- angeknilpft. Wenn die 6-Guanidlno- 

5 gruppe des Arginins durch eine Nitro- oder Tosylgruppe bzw. 
die Z -Aminogruppe des Lysins durch eine Carbobenzoxy- oder 
tert . -Butoxygruppe und die N-terminale a-Aminogruppe des Tri- 
peptidderivates durch eine Carbobenzoxygruppe oder eine p-Me- 
thyl-, p-Methoxy- oder p-Chlor-benzyloxycarbonylgruppe oder 

10 eine tert. -But oxy gruppe geschtltzt sind, so werden diese Schutz 
-gruppen gleichze-itig abgespalten. Die Abspaltung kann durch 
Behandlung des geschtltzten Tripeptidderivats mit wasserfreiem 
HP bei Raumtemperatur durchgef tihrt werden, wobei alle oben ge- 
nannten Amino- bzw. 6-Guanidino-Schutzgruppen abgespalten wer- 

15 den. Die Abspaltung kann auch durch Behandlung mit 2N HBr in 
Eisessig bei Raumtemperatur durchgef Ohrt werden, wenn das ge- 
schtttzte Tripeptidderivat keine Nitro- oder Tosyl-Schutzgruppe 
enthalt. 

Die Herstellung der erf indungsgemassen Tripeptidderi- 
20 vate 1st in den nachf olgenden Ausf Ohrungsbeispielen ausfOhr- 
lich beschrieben. 

Die Analysen der gemass den Beispielen erhaltenen Elu- 
ate und Produkte wurden durch Dtlnnschichtchromatographie un- 
ter Verwendung von mit Siliciumdioxidgel ttberzogenen Glas- 
25 platten (Merck, F 254) durchgef tlhrt . Die Dttnnschichtchromato- 
gramxne wurden mittels der f olgenden Losungsmittelsysteme ent- 
wickelt : 
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A Chloroform/Me thanol (9:1) 

B n-Propanol/Essigsaureathylester/Wasser (7:1:2) 

C n-Butanol/Essigsaure/Wasser (5 : l : 1) 

Es werden die folgenden Ablcttrzungen verviendet: 
5 AcOH « Essigsaure 

Aia = Alanin 

Arg = Arginin 

gO C =, tert. -Butoxycarbonyl 

But = a-AmlnobuttersSure 

10 Cbo = Carbobenzoxy 

CHA = Cyclohexylalanin 

CHG = Cyclohexylglycin 

CHT m Cyclohexyltyrosin - p-Hydroxycyclohexylalanin 

DMF = Dimethylformamid 

15 DPA « i,3-Di(metboxycarbonyl) -phenyl- (5 )-amid 

j53 C = ptlnnschichtehromatogranun 

= Triathylamin 



Et^N 
HMPTA 
lie 
20 Leu 
LMS 
Lys 
MCA 
MeOH 
25 4-MeO-2-NA 

NLeu 

NVal 



= N,N.N , -.N , ,N n , N w -Hexamethy 1-pho sphor saure - 

triamld 

= Xsoleucln 
3 Leucln 

a LSsimgsmlttelsystem 
= Lysin 

« 4-Methyl-cumaryl-(7)-amld 
= Methanol 

=. 4-Methoxy-2-naphthylamid 
«s Norleucln 
» Norvalin 
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OpNP = p-Nitrophenoxy 

Phe = Phenylalanin 

Ph'Gly = Phenylglycin 

Pip = Pipecolinsaure 

5 pNA = p-Nitroanilld 

Pro = Prolin 

THF = Tetrahydrofuran 

Tyr = Tyrosin 

Val = Valin 

10 Wenn nlchts anderes vermerkt 1st, besitzen die Amino- 

sauren in den Peptidketten die L-Form. 
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Bei spiel 1 
H-D-CHG-CHA-Arg-pNA. 2HBr 
la. Cbo-Arg-pNA.HCl 

In einem Dreibalsrundkolben von 250 ml Inhalt wurden * 
5 16,0 g (47,0 mMol) tiber F 2 °5 im Vakuum getrocknetes Cbo-Arg- 
0H.HC1 in 90 ml absolutem HMPTA unter Feuchtigkeitsausschluss 
bei 20 °C gelost. Bei Zimmer temper a tur wurden der erhaltenen 
LSsung zuerst elne Losung von 4,74 g (47,0 mMol) Et^N in 10 
ml HMPTA und dann 16,4 g (100 mMol) p-Nitrophenylisocyanat 

10 (100*iger Ueberschuss) portionenweise zugesetzt. Nach 24 Stun- 
den Reaktionszeit bei 20°C wurde das HMPTA im Vakuum grossten- 
teils abdestilliert. Der Rtlckstand wurde mehrmals mit 30*iger 
AcOH extrahiert. Der Hackstand wurde verworfen. Die vereinig- 
ten Essigsaureextrakte wurden zur weiteren Reinigung auf eine 

15 mit 30*iger AcOH Squilibrierte "Sephadex G-15 rt -Saule aufge- 
tragen und mit 30*iger AcOH eluiert. Diejenige Praktion des 
AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freiset- 
zung von p-Nitroanilin spalten liess, wurde gef riergetrocknet . 

- - Man eriiielt 12,6 g eines amorphen Pulvers, das im DSC im LMS 

20 C einheitlich war* Elementaranalyse und Berecbnung aus der 

Bruttof ormel C 20 H 25 N 6°5 C1 er S aben die folgenden Werte (die aus 
der Bruttof ormel erinittelten Werte sind in Klammern ges tzt):= 
C - 51,29* (51,67*), H ~ 5,48* (5,42*), N = 17,92* (18,08*), % 
CI - 7,50* (7,65*). 

25 lb. 2HBr . H» Arg-pKA 

Unt r P uchtigkeitsausschluss wurden 4,65 g (10 mMol) 

i 

der Verbindung la mit 40 ml-.2N HBr in Eis ssig unter ROhren 
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45 Min. bei 20°C behandelt. Das Aminosaurederivat loste sich 
dabel unter COg-Entwicklung . Die Reaktionslosung wurde unter 
intensivem RUhren zu 250 ml absolutem Aether zugetropf t, wobei 
2HBr • H-Arg-pNA ausfiel. Die Aetherphase wurde abgesaugt, wo- 
5 rauf die feste Phase noch vierraai rait je 100 ml absolutem 

Aether gewaschen wurde, urn das als Nebenprodukt gebildete Ben- 
zylbromid sowie den Ueberschuss an HBr und AcOH weitgehend zu 
entfernen. Der Rtlckstand wurde in 50 ml Methanol gelost, mit 

Et-,N auf pH 4,5 eingestellt und zur Trocknung im Vakuum bei 

3 

10 30 °C eingeengt. Dieses so erhaltene Produkt wurde in 75 ml 
Me OH gelost und durch eine mit Me OH aquilibrierte Saule von 
"Sephadex LH-20" (vernetztes Dextrangel) laufen gelassen. Aus 
einer Fraktion des Eluates erhielt man 4,18 g (91,6£ der The- 
orie) der amorphen Verbindung lb, die im DSC im LMS C einheit- 
15 lich war, Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel 
C 12 H 20 N 6°3 Br 2 er S aben die folgenden Werte: C = 31,15# (31,60^), 
H = 4,35£ (4,42£), N - l8,84£ (l8,43#) und Br = 34,8l£ 
(35,03*). 

1c. Cbo -CHA-Arg-pNA » HBr 
20 4,56 g (10 -mMol) der Verbindung lb wurden in 30 ml 

friseh destilliertem DMF gelost und nach Ktthlung auf -10°C 
unter ROhren mit 1,40 ml (10 mMol) Et^N versetzt. Das gebil- 
dete Et-*N. HBr wurde abfiltriert und mit wenig kaltem DMP ge- 
3 

waschen. Zum Piltrat wurden unter RUhren bei -10 ?C 4,69 g (11 
25 mMol) Cbo-CHA-OpNP gegeben und unter Feuchtigkeitsausschluss 
2-3 f 3tunden lang reagieren gelassen, wobei die Temperatur der 
ReaktionslSsung allmfihlich auf etwa 20°C stieg. Die Losung 
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wurde wieder auf -10°C gelctlhlt, mit 0,70 ml (5 mMol) Et^N ge- 
puffert und etwa 2 Stunden bei -10 °C und 3 Stunden bei Raum- 
temperatur reagieren gelassen* Diese Prozedur wurde nochmals 
mit 0,70 ml Et-JT wiederholt, und nach welter en 16 Stunden wur- 
5 de die Reactions IS sung im Valcuum bei 50 °C zur Trockne einge- 
engt. Der RUckstand wurde in 75 ml 50*iger AcOH gelost und 
durch Gelf iltration auf einer mit 50*iger AcOH aquili brier ten 
Saule von "Sephadex G-15" gereinigt. Diejenige Hauptf raktion 
des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Frei- 
.10 »setzung von p-Nitroanilin spalten liess, wurde im Vakuum bei 
40 °C zur Trockne eingeengt. Der Rtlckstand wurde in 150 ml MeOH 
gelSst und nochmals zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des 
erhaltenen RUckstandes im Valcuumtrockenschrank bei 60°C tlber 
P o 0 c erhielt man 5,85 g (88,3* der Theorie) der amorphen Ver- 
15 bindung 1c, die im DSC im IMS C einheitlich war. Elementarana- 
lyse und Berechnung aus der Bruttoformel C 2 gH^ 0 N^0gBr ergaben 
die folgenden Werte: C =» 52,28* (52,57*), H =« 6,l6* {6,03%), 
N 15,09* (U, 80*) und Br - 11,85* '(12,06*) . 
Id. 2HBr . H-CHA-Arg-pNA 
20 5,30 g (8 mMol) der Verbindung 1c wurden unter Feuch- ~ 

tigkeitsausschluss mit J2 ml 2N HBr in Eisessig unter ROhren 
40 Min. lang bei 20°C behandelt. Das Dipeptidderivat loste sich 
dabei allmShlich unter C0 2 -Entrwi cklung . Die Reaktionslosung 
wurde unter intensive© Rflhren zu 250 ml absolutem Aether zu- 
25 g tropft, wobei 2HBr.H-CHA-Arg-pNA ausfiel. Die Aetherphase 
wurde abgesaugt, worauf die fast Phase noch viermal mit je 
100 ml absolutem Aeth r gewaschen wurde, ua das als Nebenpro- 
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duke gebildete Benzylbroraid sowie den Uefaerschuss an HBr und 

AcOH weicgahend zu entfernen. Der RUckstand wurde in 50 ml 

Me OH gelost. Nach Einstellung des pH auf 4,5 mlt Et^N wurde 

die Losung im Vakuum bei 30°C zur Trockne eingeengt. Der so 

5 erhaltene Rilckstand wurde in 50 ml MsOH gelost und auf einer 

mir- Me OH aqulllbrierten Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. 

Di-jeiMge Fraction des MeOH-Eluates, die sich durch Trypsin- 

behandlung unter Preisetzung von p-Nitroanllin spalten liess, 

wurde im VaJcuum bei 30°C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung 

10 des erhaltenen Ruckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 40°C 

tiber ? 2 0 5 erhielt man 4,48 g (91,9* der Theorie) der amorphen 

Verbindung Id, die im DSC im LMS C einheitlich war. Elementar- 

analyse und Berechnung aus der Bruttof ormel C o1 H_^N„0,Br er- 

21 3^ 7 4 

gaben die folgenden Werte: C = 4l,8o£ (4l,39£), H 5,86* 
15 (5,79*), N = 16,31* (16,09*) und Br - 25,85* (26,23*). 
le. Cbo-D-CHG-CHA-Arg-pNA.HBr 

3*05 g (5 mMol) der Verbindung Id wurden in 20 ml 
f risen destilliertem DMF gelSst und nach KOhlung auf -10 °C 
unter RCthren mit 0,70 ml (5 mMol) Etyi versetzt. Das gebildete 
20 Et^N.HBr wurde abfiitriert und mlt wenig kaltem DMP gewaschen. 
Zum Filtrat wurden unter Ruhren bei -10 °C 2,27 g (5,5 mMol) 
Cbo-D-CHG.OpNP gegeben. Man liess das Reaktionsgemisch unter 
Feuchtigkeitsausschluss 2-3 Stunden lang reagiereh, worauf die 
Temperatur der ReaktionslSsung allmahlich auf etwa 20 °C stieg. 
25 Die Losung wurde wieder auf -10°C gektthlt, mit 0,35 ml (2,5 . 
mMol) Et^N gepuffert und etwa 2 Stunden bei -10°C und weitere 
3 Stunden bei Raumtemperatur reagieren gelassen. Diese Proze- 

BAD ORIGINAL 
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dur wurde nochmala mit 0,35 ml Et^N wiederholt, und nach wei- 
teren 16 Stunden wurde die ReaktionslSsung im Vakuum bei 50 °C 
zur Trockne elngeengt. Der Rtlckstand wurde in 50 ml SO^iger 
AcOH gelost und durch Gelf iltrierung auf einer mit SO^iger 

5 AcOH aquilibrierten Saule von "Sephadex G-15" gereinigt. Die- 
jenige Hauptf raktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsin- 
behandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten liess, 
wurde im Vakuum bei 40°C zur Trockne elngeengt. Der Rtlckstand 
wurde in 100 ml Me OH gelost, worauf die Losung nochmals zur 

10 Trockne elngeengt wurde. Nach Trocknung des erhaltenen Rtlck- 
standes im Vakuumtrockenschrank bei 60°C tlber P o 0 c erhielt 
man 3,24 g (80,8# der Theorie) der amorphen Verbindung le, die 
im DSC im LMS C einheitlicii war. Element aranalyse -und Berech- 
nung aus der Bruttof ormel C^^H^NgO^Br ergaben die folgenden 

15 Werte: C = 55,72* (55,43*), H = 6,73* (6,66$), N - 14,25* 
(13>98*) und Br = 9,86* (9,97*). 
If. 2HBr.H-D-CHG-CHA-Arg-pNA 

2,41 g (3 mMol) der Verbindung le wurden unter Feuch- 
tigkeitsausschluss mit 12 ml 2N HBr in Eisessig unter EOhren 

20 40 Minuten lang bei 20 °C behandelt. Das Tripeptidderivat loste 
sich dabei allmahlich unter Decarboxylierung und gleichzeiti- 
ger COg-Entwicklung. Die Reaktionslosung wurde unter kraf tigem 
ROhren zu 120 ml absolutem Aether zugetropft, wobei 2HBr.H-D- 
CHG-CHA-Arg-pNA ausfiel. Die Aetherphase wurde mit einem Fil- " 

25 trier stab abgesaugt, und danach wurde die feste Phase noch 

vierma.1 mit je 50 ml absolutem Aether gewaschen. Der so erhal- 
tene Rtlckstand wurde in 40 ml MeOH gelSst. Nach Einstellung des 
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pH auf .4,5 mit Et^N wurde die Losung im Vakuum bei 30°C zur 
Trockne eingeengt. Der Rtlckstand wurde in 30 ml Me OH gelost 
und auf einer mit MeOH aquilibrierten Saule von "Sephadex LH- 
20" gereinigt. Diejenlge Praktion des MeOH-Eluates, die sich 

5 durch Trypslnbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilln 
spalten liess,' wurde im Vakuum bei 30°C zur Trockne eingeengt. 
Zur weiteren Reinigung wurde der vorgereinigte Rtlckstand in 
30 ml 33#lger AcOH gelost und durch Gelf iltrierung auf einer 
mit 33£iger AcOH aquilibrierten Saule von "Sephadex G-15" g e - 

10 reinigt. Die Hauptf raktion des AcOH-Eluates, die sich durch 
Trypsinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten 
liess, wurde im Vakuum bei 4o°C zur Trockne eingeengt. Nach 
Trocknung des so erhaltenen Rttckstandes im Vakuumtrockenschrank 
bei 40 °C Qber P 2 0 5 erhielt man 1,68 g (74,8* der Theorie) der 

15 amorphen Verbindung If, die im DSC im LMS C. einheitlich war. 
Element ar analyse und Berechnung aus der Bruttoformel 
C 29 H 48 N 8°5 BS 2 er S aben die folgenden Werte: C =46,18* (46,53*1, 
H = 6,55* (6,46*), N = 15, 18* (14,97*) und Br = 21,12* (21,35*). 
Die AminosSureanalyse ergab die zu erwartenden Amlno- 

•20 sauren im richtigen VerhSltnis: 

Arg: 1,00 - CHA: 0,96 - D-CHG: 0,98. 

Beispi~el 2 
2HBr.H-D-CHG-Phe-Ly3-pNA 
2a. BOC-Lya (£. -Cbo ) -pNA 

25 In einem Dreihalsrundkolben von 500 ml Inhalt warden 

38,05 ig (0,1 Mol) getrocknetes Oel von BOC-Lys (fi-Cbo) -OH in 
150 ml absolutem HMPTA unter Feuchtigkeltsausschluss bei 20°C 
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gelost. Bel Raumtemperatur wurden der erhaltenen Losung zu- 
erst eine Losung von 10,12 g (0,1 Mol) Etyf in 25 ml HMPTA 
und dann 24,62 g (0,15 Mol) p-Nitrophenylisocyanat (50#iger 
Ueberschuss) portionenweise zugesetzt, wobei Jedesmal eine 

5 heftige COg-Entwicklung auftrat. Nach 24 Stunden Reaktionszeit 
bei 20°C wurde das HMPTA im Vakuum grosstenteils abdestilliert . 
Der Rtlckstand wurde mehrmals mit 2#iger NaHCO^-Losung und an- 
schliessend mit dest. HgO digeriert* Der so erhaltene Rilck- 
stand wurde im Vakuum bei 40°C getrocknet und danach mit var- 

10 a*em MeOH mehrmals extrahiert, bis der Rtlckstand nur noch das 
schwerlosliche Nebenprodukt H,N f -bis(p-Nitrophenyl)-harnstoff 
enthielt. Die MeOH-Extrakte wurden auf 300 ml konzentriert, wo- 
. bei einige Verunreinigungen £ lockig aufielen. Nach Filtration 
wurde das Filtrat (330 ml) auf einer rait MeOH aquilibrierten 

15 Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. Die Hauptf raktion.de s 

MeOH-Eluates wurde im Vakuum bei 30°C auf ein klelnes Volumen 
eingeengt, wobei eine nadelformige Substanz auskristallisierte. j 
Die erhaltenen Krlstalle wurden abfiltriert und mit 50 ml eis- 
kaltem MeOH portionenweise .gewaschen. Nach Trocknung im Vakuum- 

20 trockenschrank tlber ^ 2 °5 bei *°° c erhlelt man g (62, l£ 

der Theorie) der kristallinen Verbindung 2a mit Smp* ; 
die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. Die Mutterlauge 
lieferte noch 5,8 g (11,6£ der Theorie) der Substanz 2a mit 
SmpT ~~ , die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. 

25 Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttof ormel 

CggH^gN^ ergaben die folgenden Werte: C « 60,23* (59,99£), 
H =■ 6,50* (6,44^) und N - 11,38* (11,19*). 
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2b. CF ^COOH.H-Lys fe-Cbo) -pNA 

25,03 g (50 mMol) der Verbindung 2a wurden unter 
Feuchtigkeitsausschluss unter intensivem Rilhren 60 Minuten bei 
20°C mit 50 ml frisch destlllierter wasserfreier Trifluores- 
5 si 3 saure behandelt, wobei die BOC-Gruppe unter COg-Entwicklung 
und Freisetzung von Isobutylen selektiv abgespalten wurde. Die 
Reaktionslbsung wurde unter kraf tigem Rtlhren zu 750 ml absolu- 
tem Aether zugetropft, wobei CF^COOH.H-Lys (£-CboVpNA flockig 
ausfiel. Die Aetherphase wurde mit einem Filtrierstab abge- 

10 saugt. Die feste Phase wurde noch viermal mit je 100 ml ab- 

solutem Aether behandelt. Der erhaltene Rucks tand wurde in 200 
ml Me OH gelost. Nach Einstellung des pH auf 4,5 mit Et^N wurde 
die Losung im Vakuum bei 30 °C zur Trockne eingeengt. Der RQck- 
stand wurde in 200 ml MeOH gelost und auf einer rait MeOH aqui- 

15 librierten Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. Die Haupt- 
fraktion des MeOH-Eluates, die sich im DSC im LMS C einheit- 
. lich verhielt, wurde im Vakuum hei 30°C eingeengt. Nach Trock- 
nung des so erhaltenen Ruckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 
40 °C uber P 2 0 5 erhielt man 22,64 g (88,0* der Theorie) der 

'20 amorphen Verbindung 2b. Elementarahalyse und Berechnung aus 
der Bruttoformel CggH^Nj^O.^ ergaben die folgenden Werte ; 
C = 51,66* (51,}6*), H = 4,88* (4,90*) und N - 11,08* (10,89*). 
2c. BOC-Phe-Lys (£-Cbo) -pNA 

7*72 g (15 mMol) der Verbindung 2b wurden in 50 ml 

25 f risen destilliertem DMP gelost und nach Kuhlung auf -10 °C un- 
ter Ruhren mit 6,38 g (16,5 mMol) BOC-Phe-OpNP und 2,09 ml (15 

HoD Et 3 N versetzt. Man liess das Gemisch unter Feuchtigkeits 

ausschluss 
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3 Stunden reagieren, wobei die Reaktionstemper.atur allmahlich 
auf Raumtemperatur stieg. Die Losung wurde erneut auf -10°C 
gekilhlt und mit 1,05 ml (7,5 mMol) Et^N gepuffert. Nach 5 ■ 
Stunden Reaktionszeit wurde diese Prozedur nochmals mit 1,05 
ml Et^N wiederholt. Nach 16 Stunden Reaktionszeit bei 20°C _._ 
wurde die Reaktionslosung im Vakuum bei 50°C zur Trockne eln- 
geengt. Der Rtlckstand wurde in 150 ml MeOH gelost und durch 
Gelfiltrierung auf einer mit MeOH aquillbrierten Saule von 
"Sephadex LH-20" gereinigt. Die erste Hauptf raktion des MeOH- 
Eluates, die sich im DSC in den LMS A und B einheitlich ver- 
hielt, wurde im Vakuum bei 30°C auf ein kleines Volumen ein- 
geengt, wobei die gewOnschte Substanz auskristallisierte. Die 
Kristalle wurden abfiltriert und mit 30 ml elskaltem MeOH 
portionenweise nachgewaschen. Aus der Mutterlauge liess sich. 
eine zusatzliche Menge von 1,0 g kristalliner Substanz gewin- 
nen. Nach Trocknung im Vakuumtrockenschrank bei 40°C tlber F 2 0 5 
erhielt man 7,72 g (79,5* der Theorie) der Verbindung 2c mit 
Smp. , die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. j 

Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttof ormel 
C 54 H 4l N 5 0 8 ergaban die folgenden Werte: C = 62,88* (63,05*), 
H - 6,42* (6,38*) und H- 11,06* (10,81*). 
2d. CP -COOH.Phe-Lvs (£-Cb o) -pNA 

3,24 g (5 mMol) der Verbindung 2c wurden unter Feuch- ! 
tigkeltsausschluss mit 10 ml frlsch destillierter wasserfreier j 
Trifluoressigsaure unter intensivem Ruhren 60 Minutenbei 20°C ; 
behandelt. Di Reaktionslosung wurde unter krSftigem Ruhren 
Z u 100 ml absolutem Aether zugetropft, wobei CFjCOOH.H-Phe- 
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Lys(£-Cbo)-pNA amorph ausflel. Die Aetherphase wurde abgesaugt. 
Der feste ROckstand wurde noch dreimal mit J e 30 ml absolute* 
Aether gewaschen. Der so erhaltene Rtlckstand wurde in 50 ml 
MeOH gelost. Nach Elnstellung des pH auf 4,5 mit Et^N wurde 
5 die Losung im Vakuum bei 30°C zur Trockne eingeengt. Der Rflck-' 
stand wurde in 75 ml MeOH gelost und auf einer mit MeOH aqui- 
librierten Saule von "Sephadex LH-20" . gereinigt. Die Haupt- 
fraktion des MeOH-Eluates, die sich im DSC im LMS C einheit- 
lich verhielt, wurde im Vakuum bei 30°C eingeengt. Nach Trock- 
10 nung des RQckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 40°C Qber 
P 2 0 5 erhlelt man 2,95 g (89,2* der Theorie) der amorphen Ver- 
bindung 2d. Elementaranalyse und Berechnung aus der Brutto- 
formel C 31 H 34 N 5 0qF 3 ergaben die folgenden Werte: C = 56,82* 
(56,27*), H = 5,16* (5,18*) und N =» 10,63* (10,59*). 
15 2e. Cbo-D-CHG-Phe-Lys f£-Cbo)-pNA 

1,99 g (3 mMol) der Verbindung 2d wurden in 15 ml 
frisch destilliertem DMP gelSst und nach KOhlung auf -10 °C 
unter ROhren mit 1,36 g (3,3 mMol) Cbo-D-CHG-OpNP und 0,42 ml 
(3 mMol) Etyi versetzt. Man liess das Gemisch unter Feuchtig- 
20 keitsausschluss wahrend 3 Stunden reagieren, wobei die Tempe- ' 
ratur allmShlich auf 20°C stieg. Die ReaktionslSsung wurde 
erneut auf -10 °C gekOhlfc.und mit 0,21 ml (1,5 mMol) Et^N ge- 
puffert. Nach einer Reaktionszeit von 5 Stunden bei -10°C 
liess man die Temperatur des Reaktionsgemisches allmahlich 
25 auf Zlmmertemperatur steigen.. Diese Prozedur wurde nochmals 
mit 0,21 ml Et^N ^urchgefOhrt, wobei die Reaktionszeit .etwa 
16 Stunden betrug. Das Reaktionsgemisch wurde im Vakuum bei 
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50°C zur Trockne eingeengt, worauf der Rdckstand in 50 ml MeOH 
gelost und durch Gelf iltrierung auf einer mit MeOH Squllibrier- . 
ten Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt wurde. Die erste 
Hauptfralction des MeOH-Eluates, die sich im DSC in den LMS A 

5 und B einheitlich verhlelt, wurde im Vakuura bei 30°C zur 

Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Rtfckstandes im Vakuum- 
trockenschrank bei 40°C tlber P £ 0 5 erhielt man 2,03 g (82, 4# 
der Theorie) der teilweise kristallinen Verbindung 2e. Ele- 
mentaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel C 45 H 52 N 6°9 

10 ergaben die folgenden Werte: C = 66,22# (65,84#), H - 6,32£ 
(6,38#) und N - 10,49* (10,24*). 
2f. 2HBr . RVD-CHG-Phe-Lys-pNA 

.r 

1,64 g (2 mMol) der Verbindung 2e wurden unter Feuch- 
tigkeitsausschluss unter Rtlliren 40 Mlnuten bei 20°C mit ,12 ml 

15 2N HBr in Eisessig behandelt. Das Tripeptidderivat loste sich 
allmahlich unter gleichzeitiger Abspaltung der beiden Schutz- 
gruppen Cbo und BOG, wobei CO^-Entwicklung auftrat. Die Re- 
aktionslosung wurde unter kraftigem Rffhrep, zu 100 ml absolu- 
te* Aether getropft, wobei 2HBr • H-D - CHG-Phe -Ly s -pNA flockig 

20 ausfiel. Die Aetherphase wurde nach 30 Minuten abgesaugt, wo- 
rauf die feste Phase noch viennal mit je 25 ml abs. Aether 
gewaschen wurde. Der erhaltene Rtlckstand wurde in 40 ml MeOH 
gelost- Nach Einstellung des pH auf 4,5 mit Et^N wurde die 
LSsung im Vakuum bei 30 °C zur Trockne eingeengt. Der Rtlckstand 

25 wurde in 30 ml MeOH gelost und auf einer mit MeOH Squilibrier- 
t'en Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. Diejenige Hauptfrak- 
tion des MeOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter 
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Prelsetzung von p-Nitroanilin spalten liess, wurde In Vakuum 

bel 30 °C zur Trockne eingeengt. Zur welteren Reinigung wurde 

das vorgereinigte Produkt in 25 'ml 332iger AcOH gelost und 

durch Gelfiltrierung auf einer mit 332iger AcOH aquilibrierten 

5 SSule von "Sephadex G-15" gereinigt. Diejenige Fraktion des 

AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Freiset- 

zung von p-Nitroanilin spalten liess, wurde im Vakuum bei 4o°C 

zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des so erhaltenen Ruck- 

standes im Vakuumtrockenschrank bei 40°C tlber P 0 erhlelt man 

2 5 

10 1,13 g (79, 12 der Theorie) der amorphen Verbindung 2f, die im 
DSC im LiMS C einheitlich war. El ementar analyse und Berechnung 
aus der Bruttoformel C 2 9 H 42 N 6°5 Br 2 ergaben die folgenden W e r- 
te: C = 48,4l2 (48,752), H = 6,022 (5,932), N = 12,112 
(11,762) und Br = 22,022 (22,372). 

15 Dia Aminosaureanalyse ergab die zu erwar-cenden Amino- 

sauren im richtigen Verhaltnis: 
Pbe: 1,00 - Lys: 0,98 - D-CHG: 1,02. 

Beispiel 3 
2BBr . H -D -Val - CHA - Ar g>MCA 
. 20 3b- 2HBr . H- Arg -MCA 

13,0 g (25,9 mHol) kSufliches Cbo-Arg-MCA.HCl wurden 
mit 104 ml (208 mMol) einer LSsung von 2N HBr in Elsessig ge- 
mass Beispiel lb deblockiert. Der trockene Ruckstand wurde in 
. 400 al MeOH gelost und auf einer SSule von "Sepnadex LH-20" 
25 gereinigt. Diejenige Fraktion des MeOH-Eluates, die sich durch 
Trypsinbehandlung unter Freisetzung von 4-Me thy 1-7 -amino- 
cumarin spalten liess, wurde im Vakuum bei 30 °C zur Trockne 
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eingeengt. Nach Trocknung des erhaltenen RUckstandes im Va- 
kuumtrockenschxank bei 40 °C Uber erhielt man 11,2 g 

(87,7* der Theorie) der amorphen Verbindung yo, die im DSCim 
LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus 
5 der Bruttoformel c 1 6 H 23 N 5°3 Br 2 er S aben die folgenden Werte: 
C = 39,40* (38,96*), H = 4,61* (4,70*), N = 14,48* (14,20*) 
und Br = 31*90* (32,40*). 
3c. Cbo -CKA-Arg -MCA . HBr 

4,93 g ( 10 mMol) der Verbindung 3h und 4,69 g (11 
10 -mMol) Cbo-CHA-OpNP warden zu 75 ml frlsch destilliertem DMP 
gegeben. Nach KUhlung auf -10 °C wurdea unter Rffliren zuerst 
1,40 ml (10 mMol) und anschllessend 0,70 ml (5 mMol) Et^N zu- 
gegeben. Man liess das Gemisch unter Feuchtigkeitsausschluss 
zuerst 3 Stunden bei -10°C und dann weitere 4 Stunden bei 
15 Raumtemperatur reagieren. Die Re akt ions 15 sung wurde erneut 
auf -10 °C gektthlt, mit 0,70 ml Et^N gepuffert und Ober Nacht 
bei 20 °C geruhrt. Das Re akt ions gemisch vrurde im Vakuum bei 
50 °C zur Trockne eingeengt, Worauf der RUckstand in 200 ml 
50*iger AcOH gelSst und auf einer SSule von "Sephadex G-15" 
20 gereinigt wurde. Diejenige Praktion des AcOH-Eluates, die 
sich durch Trypsinbehandlung unter Frelsetzung von 4-Methyl- 
7-amino-cumarin spalten liess, wurde im Vakuum bei 40°C zur 
Trockne eingeengt. Nach Trocknung des erhaltenen Rtlckstandes 
im Vakuumtrockenschrank bei 60°C tlber P 2 0 5 erhielt man 5,95 g 
25 (85,0* der Theorie) der kristalllnen Verbindung 3c mit Smp. 

, die im DSC im LMS C einheitlich war. Elemental 
analyse und Berechnung aus der Bruttoformel C^^H^NgOgBr er- 
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gaben die folgenden Werte: C = 56,33* (56,65*), H = 6,28* 
(6,19*), N = 12,25* (12,01*) und Br . ll,30<g (11,42*). 
3d. 2HBr . H-CHA- Arg-MCA 

5,60 g (8 mMol) der Verbindung 3c wurden gemass Bei- 

5 spiel Id mit 32 ml 2N HBr in Eisessig deblockiert. Das erhal- 

tene Rohprodukt vmrde in 100 ml Me OH gelSst und auf einer Sau- 

. le von "Sephadex LH-20" gereinigt. Diejenige Praktion des MeOH- 

Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Preisetzung 

von 4-Methyl-7-amlno-cumarin spalten liess, wurde lm Vakuum 

10 bei 30°C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des erhaltenen 

Rtickstandes im Vakuum trockenschrank bei 40°C aber P 0 erhielt 

2 5 

man 4,76 g (92,1* der Theorie) der amorphen Verbindung 3d, die 
im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berech- 
nung aus der Bruttoformel C g s^NgO^,, ergaben die folgenden 

15 Werte: C = 47,02* (46,45*), H =6,02* (5,93*), N = 13,21* 
(13,00*) und Br = 24,48* (24,72*). 
3e. Cbo-D-Val-CHA-Arg-MCA .HBr 

3,23 g (5 mMol) der Verbindung 3d wurden gemass Bei- 
splel le mit 2,05 g (5,5 mMol) Cbo-D-Val-OpNP umgesetzt. Das 

20 erhaltene Rohprodukt wurde in 75 ml 50*lger AcOH gelost und 

auf einer Saule von "Sephadex G-15 n gereinigt. Diejenige 

Praktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung 

• unter Preisetzung von 4-Methyl-7-amlno-cumarin spalten liess, 

wurde lm Vakuum bei 40°C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung 

25 des RUckstandes in Vakuumtrockenschrank bei 60°C tlber P 0 

2 5 

erhielt man 3,21 g (80,4* der Theorie) der amorphen Verbin- 
dung' 3e, die im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse 
und Berechnung^aus der Bruttoformel C^gHg^O^r ergaben die 
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folgenden Werte: C = 57,05* (57,14*), H = 6,6l* (6,56%), N = 
12,49* (12,28*) und Br = 9,82* (10,00*). 
3f . 2HBr . H-D-Val-CHA-Arg-MCA . 

2,40 g (3 tnMol) der Verbindung 3d vmrden gemass Bel- 
5 spiel If mit 12 ml 2N HBr in Eisessig deblockiert. Das erhal- 
tene Rohprodukt wurde in 50 ml Me OH gelost und auf einer Sau- 
le von "Sephadex LH-20* 1 gereinigt. Diejenige Fraktion des 
MeOH-Eluates, die slch durch Trypsinbehandlung unter Fr el- 
se tzung von 4-Methyl-7-amino-cumarin spalten liess, wurde im 
10 Vakuum bei 30°C zur Trockne eingeengt. Zur'weiteren Reinigung 
wurde das vorgereinigte Frodukt in 40. ml 50*iger AcOH gelSst 
und durcb Gelf iltrierung an einer Saule von "Sephadex G- 15" 
gereinigt. Die Hauptf raktion des AcOH-Eluates, die sich durch 
Trypsinbehandlung unter Freisetzung von 4-Methyl-7-amino- 
15 cumarin spalten liess, wurde im Vakuum bei 40°C zur Trockne 
eingeengt. Nach Trocknung des Rtlckstandes im Vakuumtrocken- 
schrank bei 40°C tlber P 2 0 5 erhielt man 1,73 g (77,3* der The- 
orie) der amorpnen Verbindung 3f, die im DSC im LMS C ein- 
heltlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der Brutto- 
20 formel C^H^^OgB^ ergaben die folgenden Werte: C = 48,12* 
(48,33*), H = 6,43* (6,35*), N - 13,38* (13,15*) und Br = 
21,18* (21,44*). 

Die AminosSureanalyse ergab die zu erwartenden Amino- 

sauren im richtigen VerhSltnis: 
25 Val: 1,00 - Arg: 1,02 - D-CHA: 0,97. 

Beisplel 4 
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4a. BOC-Lys (£ -Cbo ) -MCA 

In einem Dreihalskolben von 1000 ml Inhalt wurden 
^8,05 g (0,1 Mol) getrocknetes BOC-Lys (<£-Cbo) -OH in einem Ge- 
misch von 50 ml frisch destilliertem wasserfreiem DMP und 300 
5 ml absolutem THP bei 20°C gelSst. Der auf -10°C gektlhlten Lo- 
sung wurde unter Feuchtigkeitsausschluss und unter RtLhren eine 
Losung von 10,2 g (0,1 Mol) Et^N in 75 ml THP zugesetzt. Dann 
wurde innerhalb von 20 Minuten eine Losung von 13,65 g (0,1 
Mol) Chlorameisensaure-isobutylester in 50 ml THF zugetropft, 
10 wobei man die Reaktionstemperatur nie tlber -5°C steigen liess. 
Nach einer Reaktionszeit von etwa 10 Minuten bei einer Tempe- 
ratur von_-!C°C bis -5°C wurde eine Losung von 17,52 g (0,1 
Mol) 4-Methyl-7-amino-cumarin in 75 ml DMP innerhalb von 25 . 
Minuten zugetropft, wobel man die Temperatur nie tlber -5°C 
15 steigen liess. Das Reaktionsgemisch wurde anschlies send 1 Stun 
de bei -5°C und tlber Nacht bei Raumtemperatur gerCthrt und dann 
.wieder auf -10°C gekflhlt. Das auskristallisierte Et^N.HCl 
wurde abfiltriert* Das Filtrat wurde la Vakuum bei 50 °G zur 
Trockne eingeengt. Der Rtlckstand wurde in 500 ml Me OH gelost 
20 und durch Gelf Iltrierung auf einer SSule von "Sephadex LH-20" 
gereinlgt. Das MeOH-Eluat lieferte ausser dem gewunschten 
Produkt BOC-Lys (£-Cbo) -MCA noch drei weitere Fraktionen, wel- 
che das Nebenprodukt N-[4-Methyl-cumaryl- (7) ]-karbanri nsaure- 
isobutylester und die Ausgangsprodukte BOC-Lys (£ -Cbo ) -OH bzw. 
25 7-Amino-4-raethyl-cumarin enthlelten. Die das Produkt BOC-Lys- 
(C-Cbo)*MCA enthaltende Praktion wurde im Vakuum bei 30 C zur 
Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Rtlckstandes im Vakuum - 
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trockenschrank bel 50°C Ober P 2 0 5 erhielt man 26,3 g (48, 9# 
der Tneorie) der teilweise kristalllnen Verbindung 4a, die im 
DSC in den LMS A und B einheitlich war. Eleraentaranalyse und 
Berechnung^ aus der Bruttof ormel C 29 H 35 N 3°7 ergaben die fol- - 
5 genden Werte : C - 64,90* (64,79*), H = 6,52* (6,56*) und N = 
7,88* (7,82*). 

4b. CF „C00H . H-Lys (£ -Cbo ) -MCA i 
— j I 

21,5 g (40 mMol) der Verbindung 4a wurden geraass Bei- 
spiel 2b mit 60 ml Trif luoressigsaure debiockiert. Das nach 

10 Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 250 ml MeOH gelost 
und durch Gelf iltrierung auf einer Saule von "Sephadex LH-20" 
gereinigt. Die erste Hauptf raktion des MeOH-Eluates, die sich im 
DSC im LMS'C" einheitlich verhielt, wurde im Vakuum bei 30°C 
zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Rilckstandes im Va- 

15 kuumtrockenschrank bei 40°C tlber P 2 °5 ertlielt man g (88,4* j 

der Theorie) der amorphen Verbindung 4b. Elementaranalyse und 

..... . | 

Berechnung aus der Bfruttof ormel Cg^HggN^O^P^ ergaben die fol- j 
* genden Werte: C =» 57,02* (56,62*), H - 5,20* (5,12*) und N - | 
7,58* (7,62*). 
20 4c. BOC-Phe-Lys (g-Cbo) -MCA 

5,52 g (10 mMol) der Verbindung 4b wurden gemSss Bei- 
spiel 2c mit 4,25 g (11 mMol) BOC-Pne-OpNP umgesetzt. Das naen j 

i 

Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 100 ml MeOH gelost j 
und durch Gelf iltrierung auf einer SSule von "Sephadex LH-20 | 
25 gereinigt. Die Hauptf raktion des MeOH-Eluates, die sich im DSC 1 
in den LMS A und B einheitlich verhielt, wurde im Vakuum bei 
30 °C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Rtlckstandes im 

BNSDOCtD: <6P 0019589A1_I_> 



0019589 . 

- 31 . 

VaJoiumtrockenschrank bei 50°C Uber P 2 °5 er hlelt man 5,78 g 
(84,4^ der Theorie) der tellweise kristallinen Verbindung 4c. 
Eleraentaranalyse und Berechnung aus der Bruttof ormel 
C 38 H 44 N 4°8 er S aben die folgenden Werte: C = 66,03% (66,65^), 
5 H = 6,44£ (6,48£) und N = 8,32£ (8,l8£). 
4d* CF ,COOH.H-Phe-Lys (g-Cbo) -MCA 

3*42 g (5 mMol) der Verbindung 4c mirden gemass Bei- 
spiel 2d mit 15 ml Trif luoressigsaure deblockiert. Das nach 
Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde In 75 ml Me OH gelost 

10 und durch Gelf iltrierung auf elner Saule von "Sephadex LH-20" 
gereinigt. Die Hauptf raktion des MeOH-Eluates, die sich im 
DSC im LMS C einheitlich verhielt, wurde im Vakuum bei 30°C 
zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Rtlckstandes im Va- 
kuumtrockenschrank bei 40°C tlber P 2 °5 erhie l t man 3>4l g (97,6# 

15 der Theorie) der amorphen Verbindu n g 4d. Elementaranalyse und 
Berechnung aus der Bruttof ormel C 35 H 27 N 4°8 F 3 er S at)en die f°l- 
genden Werte: C = 59,54£ (6o,l6£), H = 5,31$6 (5,34jf) und N - 
8,33* (8,02*). 

4e. Cbo -D-CHG-Phe-Lys (£-Cbo) -MCA 
20 2,10 g (3 mMol) der Verbindung 4d wurden gemass Bei- 

spiel 2e mit 1,36 g (3,3 mMol) Cbo-D-CHG-OpNP umgesetzt. Das 

* 

nach Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde , in 40 ml Me OH 
gelost und durch Gelf iltrierung auf einer SSule von. "Sephadex 
LH-20" gereinlgt* Die erste Hauptf raktion des MeOH-Eluates, 
25 die sich im DSC in den LMS A and B einheitlich verhielt, wur- 
de im Vakuum bei 30 °C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung 
des Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 60°C tlber P o 0- 
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erhlelt man 2,12 g (82,4* der Theorie) der amorphen Verbin- 
dung 4e. Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttof ormel 
C 49 H 55 N 5°9 er S aben dle foisenden Werte: C = 69,03* (68,59*), . 
H = 6,49* (6,46*) und N = 8,32* (8,16*). 
5 4f. 2HBr.H>D-CHG-Phe-Lys-MCA 

1*72 g (2 mMol) der Verbindung 4e wurden gemass Bei- 
spiel 2f mit 12 ml 2N HBr in Eisesslg deblockiert. Das nach 
Auf arbeltung erhaltene Rohprodukt wurde in 30 ml MeOH gelost 
und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. Diejenlge 
10 Fraktion des MeOH-Eluates, die sich durcb Trypsinbebandlung 
unter Freisetzung von 4 -Methyl -7- amino -cumar in spalten lless, 
wurde im Vakuum bei 30°C zur Trockne eingeengt. Zur weiteren 
Reinigung wurde das vorgereinigte Frodukt in 40 ml 50*lger 
AcOH gelost und durcb Gelf iltrierung auf einer Saule von "Se- 
15 phadex G-15" gereinigt. Die Hauptfraktion des AcOH-Eluates, 
die sicb durcb Trypsinbebandlung unter Freisetzung von 4- 
Metbyl-7-amino-cumarin spalten liess, wurde im Valcuum bei 40°C 
zur Trockne eingeengt. Nacb Trocknung des Ruckstandes im Va- 
kuumtrockenschrank bei 4o°C Ctber R 2 °5 erilie lt man 1*10 S 
20 (73*2* der Tneorie) der amorpben Verbindung 4f , die im DSC 
im LMS C einheltlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus 
der Bruttof ormel C^^^gNgOgBrg ergaben die folgenden Werte: 
' C - 53,20$ (52,74*), H - 6,12* (6,04*), N - 9,18* (9,32*) und 

Br - 21,16* (21,26*). 
25 Die Amino saureanalyse ergab die zu erwartenden Anino- 

sauren im ricbtigen VerhSltnis: 
Pb : 1,00 - Lys: 0,99 - D-CHG: 0,97. 
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Belspiel 5 

2HBr.H-D-Val-CHA-Arg-DPA 
5a. Cbo-Arg-DPA.HCl 

In elnezn Dreihalsrundkolben von 1000 ml Inhalt wurden 
3*. 48 g (0,1 Mol) getrocknetes Cbo-Arg-OH.HCl in einem Gemisch 
von 150 ml frisch destilliertem wasserfreiem DMP und 300 ml 
absolute* THP bel 20°C gelost. Der auf -10 °C gekiihlten Losung 
wurden unter RGhren land Feuchtigkeitsausschluss 10,2 g (0,1 
Mol) Et^N zugesetzt. Dann wurde dem Gemisch innerhalb von 20 
Minuten eine LQsung von 13,65 g (0,1 Mol) Chlorameisensaure- 
isobutylester in 50 ml THP tropfenwelse zugesetzt, wobei man 
die Reaktionstemperatur nie tfber -5°C stelgen liess. Nach ei- 
ner zusStzlichen Reaktionszeit von 10 Minuten bei elner Tem- 
peratur von -10°C bis -5°C wurde dem Reaktionsgemisch eine Lo- 
sung von 20,92 g (0,1 Mol) 5-Amlno-isophthalsaure-dimethyl- 
ester in 75 ml DMP innerhalb von 30 Minuten tropf enweise zu- 
gesetzt, wobei man die Reaktionstemperatur immer unterhalb 
-5°C hielt. Man liess das Reaktionsgemisch noch 1 Stunde bei 
-5°C weiterreagieren. Es . wurde ttber Nacht bei 20°C r geruhrt und 
dann auf -15 °C gekuhlt, um das Et^N.ECl auskristallisieren zu 
lassen. Das gebildete Et^N.HCl wurde abfiltriert und mit wenig 
kaltem DMP nachgewaschen. Das Piltrat zusammen mit der Wasch- 
15 sung wurde im Vakuum bei 50 °C zur Trockne eingeengt. Der 
Ruckstand wurde in 1000 ml 50#iger AcOH gelost und durch Gel- 
f iltrierung auf einer mit "50{f£ger AcOH Squiltbrierten SSule 
von "Sephadex G-15" gereinlgt. Diejenige Hauptfraktion des 
AcOH-Eluates, .die. sich durch Trypsinbehandlung unter Frelset- 
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zung von 5-Amino-isophthalsaure-dimethylester spalten liess, 

wurde im Vakuum bei 40°C zur Trockne eingeengt. N a ch Trock- 

nung des Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 50°C tlber 

p o erhielt man 24,6 g (45,9* der Theorie) der amorphen Ver- . 
2 5 

5 bindung 5a, die im DSC im LMS C einheitlich war. Elementar- 
analyse und Berechnung aus der Bruttof ormel C^H^N^d er- 
gaben die folgenden Werte: C = 53,21* (53,78*), H = 5,71* 
(5,64*), N - 13,20* (13,07*) und CI =6,52* (6,62*). 
5b. 2HBr.H-Arg-DPA 
10 21,44 g (40 mMol) der Verbindung 5a wurden gemSss Bei- 

- spiel lb deblockiert. Nach Auf arbeitung wurde das erhaltene 
Rohprodukt in 250 ml MeOH gelSst und durch Gelfiltrierung auf 
einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. Diejenige Fraktion 
des MeOH-Eluates, die sicfa durch Trypsinbehandlung unter Frei- 
15 set zung von S-Amino-iaphthalsaure-dimethylester spalten liess, 
wurde im Vakuum zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des 
Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 40°C tlber ? 2 0 5 erhielt 
man 19,63 g (93,1* der Theorie) der amorphen Verbindung 5b,. die 
im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berech- 
20 nung aus der Bruttoformel C 1 6 H 25 N 5°5 Br 2 er Saben die folgenden 
Werte: C = 36,82* (36,45*), H = 4,67* (4,78*), N » 13,45* 
(13,28*) und Br » 29,85* (30,31*)- 
5c. Cbo -CHA - Ar g -DP A ♦ HBr 

5,27 g (10 mMol) der Yenblndung 5b wurden gemSss Bei- 
25 spiel lc mit 4,69 g (11 mMol) Cbo-CHA-OpNP umgesetzt. Das nach 
Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 200 ml 50*iger AcOH 
gelSst und auf einer SSule von "Sephadex G-15 n ger inigt. Die- 
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jenige Fraktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbe- 
handlung unter Freisetzung von 5-Amino-isophthalsaure-di- 
raethylester spalten Liess, wurde im Vakuum bei 40 °C zur Trock- 
ne eingeengt. Nadi Trocknung des Rtlckstandes im Vakuumtrocken- 
5 schraiik bei 60°C titer * 2 °5 erilielfc mar >> 6,06 g (82, 6£ der The- 
orie) der amorphen Verbindung 5c, die im DSC im LMS C ein- 

r 

heitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der Brutto- 
formel C^Hi^NgOgBr ergaben die folgenden Werte: C = 53,7^ 
(54,02£), H = 6,28£ (6,l82), N = 11,90* (ll,46<g) und Br = 
10 io,68£ (10,89^). 

5d - 2HBr . H-CHA-Arg-DPA 

5,87 g (8 mMol) der Yerbindung 5c vmrden gemass Bei- 
spiel Id mit 32 ml 2N HBr in Eisessig deblockiert* Das nach 
Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 100 ml MeOH gelost 
15 und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. Diejenige 
Fraktion des MeOH-Eluates', die sich durch Trypsinbehandlung 
* unter Freisetzung von 5-Amino-isophthalsaure-dimethylester 
spalten lless, wurde im Vakuum bei 30°C zur Trockne eingeengt . 
Nach Trocknung des Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 
20 4o°C Uber P 2 0 5 erhlelt man 4,79 g (88, 02 der Theorie) der 
amorpnen Verbindung 5d, die im DSC im LMS C einneitllch war. 
Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttof ormel 
C 25 H^ o N 6 0gBr ergaben die folgenden Werte: C = 43,755$ (44,132), 
H = 5,88* (5,932), N = 12,692 (12,352) und Br - 23,222 
25 (23,492). 

5e. Cpo-D-Val-CEA-Arg~DPA.HBr 

3,40 g (5 mMol) der Verbindung 5d wurden gemass Bei- 
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spiel le mlt 2,05 g (5,5 mMol) Cbo-D-Val-OpNP umgesetzt. Das 
nach Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 100 ml 50^1ger 
AcOH gelost und auf einer Saule von "Sephadex G-15" gereinigt. 
Diejenige Praktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbe- 

5 handlung unter Preisetzung von 5-Amino-isophthalsaure-diraethyl- 
ester spalten lie'ss, wurde im Vakuum bei 40°C zur Trockne ein- 
geengt. Nach Trocknung des Rtfckstandes im Vakuumtrockenschrank 
bei 60°C tlber PgOg erhielt man 3*25 g (78,1* der Theorie) 
der amorphen Verbindung 5e, die im DSC im LMS C einheitlich 

IQ war. Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel 

C,oHej,N«0 o Br ergaben die folgenden Werte: C = 53,95* (54, 80*), 

30 54 7 y 

H - 6,65% (6,5W, H = 12,07* (11,77*) und Br = 9,38* (9,59*). 
5f. 2HBr . H-D -Val-CHA-Arg-DPA 

2, 50 g (3 mMol) der Verbindung 5e wurden gemass Bei- 

15 spiel If mit 12 ml 2N HBr in Eisessig deblockiert. Das nach 
Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 50 ml Me OH gelost 
und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" vorgereinigt. Die- 
Jenige Praktion des MeOH-Eluates, die sich durch Trypsinbe- 
handlung unter Preisetzung von 5-Amino-isophthalsaure-dime- 

20 thylester spalten liess, wurde im Vakuum bei 30°C zur Trockne 
eingeengt. Das vorgereinigte Produkt wurde im 50 ml 50*lger 
AcOH gelost und durch Gelf iltrierung auf einer SSule von n Se-- 
phadex G-15" gereinigt. Die Hauptfraktion des AcOH-Eluates, 
die sich durch Trypsinbehandlung unter Preisetzung von 5-Ami- 

25 no-isophthalsSure-dimethylester spalten liess, wurde im Va- 
kuum bei 40°C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Ruck- 
standes im Vakuumtrockenschrank bei 40°C Ober P 0- erhielt man 
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1,93 S (82,6* der Theorie) der amorphen Verbindung 5f, die im 
DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung 
aus der Bruttoformel C^H^N^B^ ergaben die folgenden Wer- 
te: C = 46,84* (46,22*), H = 6,42* (6,34*), N = 12,16* 
5 (12,58*) und Br = 20,22* (20,50*). 

Die Amlnosaureanalyse ergab die zu. erwartenden Amino- 
sauren im richtigen Verhaltnis: 
D-Val: 1,00 - Arg: 0,98 - CHA: 1,02. • 

Belspiel 6 

10 2HBr .H-D-CHG-Phe-Lys-DPA 

6a. EOC-Lys fe-Cbo ) -DP A 

In einem Dreihalsrundkolben von 1000 ml Inhalt war- 
den 38,05 g (0,1 Mol) getrocknetes BOC-Lys (s-Cbo)-OH in einem 
Gemisch von friscb destilllertem wasserfreiem DMF und 300 ml ' 

15 absolutem THP bei 20 °C gelost. Der auf -10 °C gektlnlten Losung 
wurde unter Rtlbren und Feuchtigkeltsausschluss eine Losung 
von 10,2 g (0,1 Mol) Et^N in 75 ml THP zugesetzt. Dann wurde 
innerhalb 20 Minuten eine Losung von 13,65 g (0,1 Mol) Chlor- 
ajnelsensaure-isobutylester in 50 ml THP zugetropft, wobei man 

20 d.i e Reaktionstemperatur nie uoer -5°C steigen lless. Nacb 
einer Reaktionszeit von etwa 10 Minuten bei -10°C bis .-5°C 
wurde eine Losung von 20,92 g .(0,1 Mol) 5-Amino-Lsophthal- 
saure-dimethylester in 75 ml DMP innernalb 30 Minuten zu- 
getropft. Das Reaktionsgemisch wurde gemass Beispiel 4a auf- 

25 gearbeitet. Der erhaltene Rtlckstand wurde in 500 ml MeOH ge- 
lost und durcb Gelf iltrierung auf einer SSule von "Sepbadex 
LH-20 rt gereinlgt. -Das MeOH-Eluat enthlelt heben dem erwunsch- 
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ten Produkt BOC-Lys (£-Cbo ) -DP A drel weitere Produkte, namlich 
das Nebenprodukt N-[l,3-Dimethoxycarbonyl-phenyl-(5) ]-karb- 
aminsaure-isobutylester und' die beiden Ausgangsprodukte BOC- 
Lys (£-Cbo) -OH bzw. 5-Amino-isophthalsaure-diniethylester in • 
5 drei verschiedenen Fraktionen. Die Fraktion, die das Produkt 
BOC-Lys (£-Cbo) -DPA enthielt, vrurde im Vakuum bel 30°C zur 
Trockne eingeengt. Nach Trocknung des RQckstandes im Vakuum- 
trockenschrank bei 50°C tiber P 2 0 5 erhielt man 27,4 g (47, 9* 
der Theorie) der kristallinen Verbindung 6a mit Smp. , 
10 die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. Elementarana- 
lyse und Berecnnung aus der Bruttof ormel. CggH^^^O^ ergaben 
die folgenden Werte : C = 60,58* (60,93*), H = 6,53* (6,52*) 
und N = 7,48* (7,35*). 
6b. Cg -COOH.H^Lys (g-Cbo) -DPA 
l5 22,87 g (40 mMol) der Verbindung 4a vmrden gemSss Bel- 

spiel 2b mit 70 ml Trif luoressigsaure deblockiert. Das nach 
Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 250 ml Me OH gelost 
und durch Gelf iltrierung auf einer Saule von "Sephadex LH-20" 
gereinlgt. Die Hauptf raktion des MeOH-Eluates, die sich im 
' 20 DSC im LMS C einheitlich verhielt, wurde im Vakuum bei 30 °C 
zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Rtlckstandes im Va- 
Icuumtrockenschrank bei 40 °C tiber P 2 0 5 erhielt man 20)7 g • 
(88,4* der Theorie) der amorphen Verbindung 6b. Elementarana- s 
lyse und Berecnnung aus der Bruttoformel < : 26^30 N 3 0 9 F 3 ersaben i 
25 die folgenden Werte: C - 52,77* (53,33*), H - 5,25* (5,16*) 
und N = 7,02* (7,18*). 
6c. BOC-Phe-Lvs fe-Cbo) -DPA 
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5,86 g (10 mMol) der Verbindung 6b wurden gemass Bei- 
spiel 2c mit 4,25 g (11 znMol) EOC-Phe-OpNP umgesetzt. Das nach 
Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 100 ml MeOH gelost 
und durch Gelflltrierung auf einer Saule von "Sephadex LH-20" 

5 gereinigt: Die erste Hauptf raktion des MeOH-Eluates, die sich 
im DSC in den LMS A und B einheitlich verhielt, wurde im Va- 
kuum bei 30 °C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Ruck- 
standes im Vakuumtrockenschrank bei 50 °C erhielt man 5,87 g 
(81,73 der Theorie) der kristallinen Verbindung 6c. Elementar- 

10 analyse und Berechnung aus der Bruttoformel C^qH^N^O^ erga- 
ben die folgenden Werte: C = 63,823 (63,503), H = 6",493 
(6,45^) und N = 7,643 (7,8o3). 
6d. CF ^COOH.Phe-Lvs (g-Cbo) -DPA 

3,59 g (5 mMol) der Verbindung 6c wurden gemass Bei- 

3-5 spiel 2d mit 15 ml Trif luoressigsaure deblocklert . Das nach 
Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 60 ml MeOH gelost 
. und durch' Gelf iltrierung auf einer Saule von "Sephadex LH-20 n 
gereinigt. Die Hauptf raktion des MeOH-Eluates, die sich im 
DSC im LMS C einheitlich verhielt, wurde im Vakuum bei 30°C 

20 zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des RCckstandes im Va- 
kuuratrockenschrank bei 40°C tlber Pg0 5 erhlelt man 3,40 g 
(92,83 der Theorie) der amorphen Verbindung 6d. Eleraentarana- 
lyse und Berechnung aus der Bruttoformel ^H^N^O^F^ erga- 
ben die folgenden Werte: C = 57,113 (57,373), H = 5,.4o3 ~~ 

25 (5,363) und N » 7,793 (7,653). 
6e. Cbo-D-CHG-Phe-Lys (g-Cbo) -DPA 

2*20 g (3 mMol) der Verbindung 6d wurden gemSss Bei- 
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spiel 2e mit 1,36 g (3,3 mMol) Cbo-D-CHG-OpNP umgesetzt. Das 
nach Aufarbeitung erhaltene Rohprodulct wurde in 60 ml Me OH ge- 
lost und durch Gelfiltrierung auf einer Saule von "Sephadex 
LH-20" gerelnigt. Die erste Hauptf raktlon des MeOH-Eluates, 
5 die slch im-DSC in den LMS A und B einheltlich verhielt, wurde 
im Vakuum bei 30 °C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des 
Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 60°C tiber F 2 p 5 erhielt 
man 2,07 g (77, 4£ der Theorie) der teilweise kristalllnen Ver- 
bindung 6e. El ementar analyse und Berechnung aus der Bruttofor- 
10 mel C^gHg^gO^ ergaben die folgenden Werte: C = 66, l8£ (65,98£), 
H m 6,52£ (6,44#) und N = 7, 59# (7,85£). 
6f . 2HBr . H-D -CHG-Phe -Ly s -BP A 

892 mg (1 mMol) der Verbindung 6e wurden gemass Bei- 
spiel 2f mit 6 ml 2N HBr in Eisessig deblock! ert. Das nach Auf- 
15 arbeitung erhaltene Rohprodukt viurde in 20 ml MeOH gelSst und 
auf einer Saule von "Sephadex LH-20" vorgereinigt . Die Praktion 
des MeOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Frei- 
setzung von 5-Amino-isophthalsaure-dimethylester spalten liess, 
wurde bei 30°C zur Trockne eingeengt. Zur welteren Reinlgung 
20 wurde das vorgereinigte "Produkt in 30 ml 50fcLger AcOH gelSst 
und durch Gelfiltrierung auf einer Saule von "Sephadex G-15" 
gerelnigt. Die Hauptf raktion des AcOH-Eluates, die sich durch . 
Trypsinbehandlung unter Freisetzung von 5-Amino-isophthalsaure- 
dimethylester spalten liess, wurde im Vakuum bei 40°C zur 
25 Trockne eingeengt. Nach Trocknung-des Rtlckstandes im Vakuum- 
trockenschrank bei 40°C ttber P 2 0,- erhielt man 602 mg (76, 6£ 
der Theorie) der amorphen Verbindung 6f , die im DSC im LMS C 
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elnheitlich war. Elementaranalyse und Eerechnung aus der Brut- 
toformel C-^H^N^Brg ergaben die folgenden Werte: C = 
' 49,792 (50,45^), H = 6,10* (6,032), N = 9,092 (8,922) und 
Br - 19,872 (20,342). 
5 Die AminosSureanalyse ergab die zu erwartenden Amino- 

sauren im richtigen VerhSltnls: 
Ehe: 1,00 - Lys : 1,01 - D-CHG: 0,97. 

Beisplel 7 
2HBr . H-D -Val-CHA-Arg-2-NA 

10 7b. 2HBr . H - Ar g - 2 -NA 

9, -40 g (20 mMol) kaufliches Cbo-Arg-2-NU HC1 wurden 
gemass Belspiel lb mit einer Losung von 80 ml 2N HBr in Eis- 
essig deblockiert. Das nach Auf arbeitung erhaltene Produkt 
wurde in 150 ml MeOH gelost und auf einer SSule von "Sephadex 

15 LH-20" gereinigt. Dlejenige Fraktion des MeOH-Eluates, die 

sich durcb Trypsinbehandlung unter Preisetzung von 2-Naphthyl- 
amin spalten liess, wurde im Valcuum bel 30°C zur Trockne ein— 
geengt. Nach Trocknung des ROckstandes im Vakuumtrockenschrank 
bei 40°C tlber PgOg erhielt man 8,60 g (93,22 der Theorie) der 

20 amorphen Verbindung 7b, die im DSC im IMS C einheitlich war. 
Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel 
C l6 H 23 N 5 0Br 2 er S a ^ en dle folgenden Werte : C = 42,082 (4l,672), 
H'- 5,122 (5,032), N = 14,682 (15,192) und Br = 33,962 
(34,652). 

25 7c Cbo-CHA-Arg-2-NA. HBr 

4,6 g (10 mMol) der Verbindung 7b wurden gemSss Bei- 
spiel lc mit. 4, 69 g (11 mMol) Cbo-CHA-OpNP umgesetzt. Das nach 
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Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 150 ml 50*lger AcOH 
gel3st und auf einer Saule von "Sephadex G-15" gereinigt. Die- 
Jenige Fraktion des AcOH-Eluates, die slch durch Trypsinbe- 
handlung unter Preisetzung von 2-Naphthylamin spalten liess, 
5 wurde im VaJcuum bei 40°C zur Trockne elngeengt. Nach Trocknung 
des Rttckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 60°C tlber FgOg 
erhielt man 5,51 S (79,5* der Theorie) der amorphen Verbin- 
dung 7c, die im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranaly- 
se und Berechnung aus der Bruttoformel C^H^^Br ■ ergaben 
10 die folgenden Werte: C = 59,18* (59,37*), H =6,58* (6,49*), 
N = 12,87* (12,59*) und Br = 11,55* (11,97*). 
7d. 2HBr ♦ H-CHA-Arg-2-NA 

4,67 g (7 mMol) der Verbindung 7c warden gemass Bei- 
spiel Id mit 28 ml 2N HBr in Eisessig deblockiert. Das nach 
13 Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 100 ml MeOH gelost 
und. auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. Diejenl- 
ge Fraktion des MeOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung 
unter Freisetzung von 2-Naphthylamin spalten liess, wurde im 
Vakuum bei 30 °C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des 
20 Ruckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 40°C Ober PjjOg erhielt 
man 3,95 g (91,8* der Theorie) der amorphen Verbindung 7d, die 
im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berech- . 
nung aus der- Bruttoformel C^H^O^ ergaben die folgenden 
Werte: C - 49,22* (48,87*), H = 6,30* (6,23*), H = 13.61* 
25 (13,68*) und Br = 25,84* (26,01*). 
7e. Cbo-D-Val-CHA-Arg-2-NA.HBr 

-3,07 g (5 mMol) der Verbindung 7d wurden gemfiss Bei- 
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spiel le rait 2,05 g (5,5 mMol) Cbo-D-Val-OpNP uragesetzt. Das 

nach Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 100 ml 50j£iger 

AcOH gelostund auf einer Saule von "Sephadex G-15" gereinigt. 

Die erste Hauptf raktion des AcOH-Eluates, die sich durch 

5 Trypsinbehandlung unter Freisetzung von 2-Naphthylamin spal- 

ten liess, wurde ini Vakuum bei 40°C zur Trockne eingeengt und 

dann ira Vakuumtrockenschrank bei 6o°C tiber P o 0 c getrocknet. 

2 5 

Man erhielt 3,14 g (8l,9# der Theorie) der amorphen Verbin- 
dung 7e, die im DSC im IMS C einheitlich war. Elementaranaly- 

10 se und Berechnung aus der Bruttoformel c ^3 H 52 N 7°5 Br ©^gaben 
die folgenden Werte: C = 58,92£ (59,52g), H = 6,93% (6,84^), 
N = 13,02^ (12,79#) land Br = 10, l8£ (10, 42*). 
7f • ?HBr - H^D-Val-CHA . Arg-2-NA 

1*53 g (2 mMol) der Verbindung' 7e wurden gemass Bei- 

15 spiel If mit 8 ml 2N HBr in Eisessig deblockiert. Das nach 
Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 40 ml Me OH gelost 
und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. Die Haupt- 
fraktion des MeOH-Eluates, die sich durch Trypsineinwirkung 
■ unter Bildung von 2-Naphthylamin spalten liess, wurde im Va- 

» 

20 kuum bei 30 °C zur Trockne eingeengt. Dieses Produkt wurde in 
50 ml 50#iger AcOH gel'dst und auf einer SSule von "Sephadex 
G-15" gereinigt. Die Hauptf raktion des AcOH-Eluates, die sich 
durch Trypsinbehandlung unter Ehtstehung von 2-Naphthylamin 
spalten liess, viurde bei 40°C im Vakuum zur Trockne eingeengt. 

25 Nach Trocknung des Rftckstandes. im Vakuumtrockenschrank bei 

40°C ttber ? 2 °5 erhlelt man g (7J>,6$ der Theorie) der amor 

-_ .. phen. Verbindung 7f, die im DSC im LMS C einheitlich war. Ele- 
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mentaranalyse und Berechnung aus der Bruttof ormel 
C 50 H^ 7 N 7 0^Br 2 ergaben die folgenden Werte : C = 50, 16% (50,50*), 
H = 6,71* (6,64*), N = 14,00* (13,74*). und Br =22,05* 
(22,40*). 

5 Die Amlnosaureanalyse ergab die zu erv/artenden Amino- 

sauren.im richtigen Verhaltnis: 
D-Val: 1,00 - Arg: 0,98 - CHA: 0,97. 

Bel spiel 8 
2HBr . H~D -CHG-Phe-Lys-2 -NA 
10 8a. BOC .Lys (£-Cbo) -2-NA 

Gemass Belspiel 4a wurden 38,05 g (0,1 Mol) BOC-Lys- 
(£-Cbo)-0H mit 14,32 g (0,1 Mol) 2-Naphthylamln zur Reaktion 
gebraeht. Der naeh Aufarbeitung erhaltene Rtlckstand wurde in 
500 ml Me OH gelost und auf elner Saule von "Sephadex LH-20" t 
15 gereinigt. Aus dem MeOH-Eluat wurden neben dem ervrtlhschten 
Produkt B0C-Lys(£-Cbo)-2-NA drei weitere Produkte, namlich 
• das Nebenprodukt N-[l,3-Dlmethoxy-phenyl-(5) ] -karbamlnsaur e - 
isobutylester und die beiden Ausgangsprodukte B0C-Lys(€-Cbo)- 
OH bzw. 2-Naphthylamin in drei verschledenen Praktionen erhal- 
20 ten. Die Fraktion, die B0C-Lys(€-Cbo) -2-NA enhielt, wurde im 
Vakuum bei 30°C eingeengt. Nach Trocknung des Ruckstandes im 
Vakuumtrockenschrank bei 50°C fiber P 2 0 5 erhielt man 26,9 g 
(53,2% der Theorie) der kristalllnen Verbindung 8a mit Smp. 

? die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. 
25 Eleraentaranalyse und Berechnung aus der Bruttof ormel 

C 29 H 3 i 5 N 3°5 ersaben die folgenden Werte: C =» 68,23* (68,89*), 
H =» 7,07* (6,98*) und N - 8,52* (8,31*). . " 
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8b.- CF _,COOH. H-Lys (£-Cbo) -2-NA 

20,22 g (40 mMol) der Verbindung 8a wurden gemass Bei- 
spiel 2b rait 75 ml Trif luoressigsaure deblockiert. Das nach 
Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 250 ml Me OH ge- 

5 lost und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. Die 
Hauptfraktion des MeOH-Eluates, die sich im DSC im LMS C ein- 
heitlich verhielt, wurde im Vakuura bei 30°C zur Trockne ein- 
geengt. Nach Trocknung des RUckstandes im Vakuumtrocken- 
schrank bei 4o°C ilber P 2 °5 erhielt man 18,29 g (88, 0# der 

10 Theorie) der amorphen Verbindung 8b. Elementaranalyse und Be- 
rechnung aus der Bruttoformel C 2 5 H 2 8 N 3 0 5 F 3 ergaben die fol- 
genden Werte: C = 59,70* (60,ll£), H = 5,38% (5,43#) und N = 
8,26* (8,09*). 
8c. BOC-Phe-Lys (£-Cbo) -2-NA 

15 5,20 g (10 mMol) der Verbindung 8b wurden gemass Bei- 

splel 2c mit 4,25 g (11 mMol) BOC-Fhe-OpNP umgesetzt. Das 
nach Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 100 ml Me OH 
gelost und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. 
Die erste Hauptf raktion des.MeQH-Eluates, die sich im DSC in 

20 den LMS A und B einheitlich verhielt, wurde im Vakuum bei 30°C 
zur Trockne eingeengt. Der ROckstand wurde im Vakuumtrocken- 
schrank bei 50°C tlber ? 2 °5 getrocknet. Man erhielt 5,48 g 
(83, S% der Theorie) der teilweise kristallinen Verbindung 8c. 
Elementaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel 

25 C^Hj^Nj^Og ergaben die folgenden Werte : C = 70,41* (69,92*), 
H - (6,74* (6,79*) und N - 8,69* (8,58*). 
8d. CF^COOH.H-Phe-Lys(g-Cbo) -2-NA 
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3,26 g (5 mMol) der Verbindung 8c wurden geraass Bei- 

spiel 2d mlt 17 ml Trlf luoressigsaure deblockiert. Das nach 

Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 75 ml MeOH gelost 

und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinlgt. Die Haupt- . 

5 fraktlon des MeOH-Eluates, die sich im DSC im LMS C einheit- 

lich verhielt, vrurde im Vakuum bei 30 °C zur Trockne eingeengt. 

Nach Trocknung des Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 

40°C tlher P rt 0 e erhielt man 3,l8 g (95,4* der Theorie) der 
2 3 

amorpben Verbindung 8d. Elementaranalyse und Berechnung aus 
lOder Bruttoformel C^H^^OgF^ ergaben die folgenden Werte: 
C = 62,63* (63,05*), H . 5,66* (5,59*) und N = 8,19* (8,40*). 
8e. Cbo-D-CHG-Phe-Lys (g-Cbo) -2-NA 

1,67 g (2,5 mMol) der Verbindung 8d wurden gemass Bei- 
spiel 2e mlt 1,14 g (2,76 mMol) Cbo-D-CHG-OpNP umgesetzt. Das 
15 nach Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 50 ml MeOH ge- 
lost und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinlgt. Die 
erste Hauptfraktion des MeOH-Eluates, die sich im DSC in den 
LMS A und B einheitllch verhielt, wurde im Vakuum bei 30 °C zur 
Trockne eingeengt. Der Ruckstand wurde im Vakuumtrockenschrank 
20 bei 60°C tlber P 2 0 5 getrocknet. Man erhielt 1,58 g (76,5* der 
Theorie) der amorphen Verbindung 8e. Elementaranalyse und Be- 
rechnung aus der Bruttoformel C^qB^NjO.^ ergaben die folgen- 
den Werte: C - 70,91* (71,25*), H = 6,66* (6,71*) und N = 
8,69* (8,48*). 
25 8f . STmi- . K.P-CHG-Phe-Lys-2-NA 

1,24 g (1,5 mMol) der Verbindung 8e wurden gemSss Bel- 
spi i 2f mit 9 ml 2N HBr in Eisessig deblockiert. Das nach Auf- 
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arbel tung erhaltene Rohprodukt wurde in 25 ml Me OH gelSst und 
auf einer Saule von "Sephadex LH-20" vorgerelnigt. Die Haupt- 
fraktion des MeOH-Eluates, die slch durcn Trypsineinwlrkung 
unter Freisetzung von 2-Naphthylamln spalten liess, wurde bei 
30 °C zur Trockne eingeengt. Das vorgereinigte Produkt wurde 
in 40 ml 50*iger AcOH gelost und auf einer Saule von "Sepna- 
dex G-15" weitergereinigt. Die Hauptfraktion des AcOH-Eluates, 
die unter der Elnwirkung von Trypsin 2-Naphthylamin bildete, 
wurde im Vakuum bei 4o°C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung 
des Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 40°C Eber P 2 0 5 er- 
hielt man 805 mg ( 7 4,6* der Theorie) der amorphen Verbindung 
8f , die im DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und 
Berecnnung aus der Bruttoformel C^H^^O^ ergaben die 
folgenden Werte: C = 54,73* (55, 08*) , H - 6,38* (6,30*), N = 
10,05* (9,73*) und Br = 21,88* (22,21*). 

Die Aminosaureanalyse ergab die zu erwartenden Amino - 
sauren im ricbtigen VerhSltnis: 
Pbe: 1,00 - Lys: 0,99 - D-CHG: 0,98. 

Beispiel 9 
2HBr . H-D-Val-CHA-ArK-4-Me0-2-NA 
9b. * 2HBr.H-Arff-4-Me0-2-.NA 

10,0 g (20 mMol) kaufllches Cbo-Arg-4-Me0-2-NA.HCl 
wurden gemass Beispiel lb mit 80 ml 2N HBr in Eisessig de- 
blockiert. Das nach Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde 
In 150 ml MeOH gelSst und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" 
gereinigt. Die Hauptfraktion des MeOH-Eluates, die sich durch 
Trypsinbehandlung unter Freisetzung von 4-Methoxy-2-naphthyl- 



0019589 

- 48 - 

araln spalten lless, wurde Ira Vakuura bei 30°C zur Trockne ein- 
geengt. Nach Trocknung des Rttckstandes im Vakuumtrocken- 
schrank bei 40°C ilber P 2 0 & erhlelt man 8,98 g (91,4* der The- 
orie) der amorphen Verbindung 9b, die im DSC im LMS C einheit- 
5 lien war. Elementaranalyse und Bereehnung aus der Bruttofor- 
mel C 17 H 25 N 5 02Br 2 ergaben die folgenden Werte: C = 41,22* 
(41,57*), H = 5,19* (5,13*), N = 14,40* (14,26*) und Br = 

32,01* (32,53*).. 

9c. Cbo -QHA- Arg-4-MeO-2-NA . HBr 

10 4,91 g (10 mMol) der Verbindung 9b wurden gemass Bei- 

spiel lc mit 4,69 g (11 mMol) Cbo-CHA-OpNP uragesetzt. Das nach 
Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde In 15.0 ml 50*iger AcOH 
gelost und auf einer Saule von "Sephadex G-15" gereinigt. Die 
erste Hauptf raktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsin- 

15 behandlung unter Preisetzung von 4-Methoxy-2-naphthylamin 
spalten liess, wurde im Vakuura bei 40°C zur Trockne einge- 
engt. Nacb Trocknung des Ruckstandes im Vakuumtrockenschrank 
bei 60°C tlber PgOj erhielt man 5,36 g (76,8* der Theorie) der 
amorphen Verbindung 9c, die im DSC im LMS C einheitlich war. 

20 Elementaranalyse und Be reclaming aus der Bruttoformel 

C 3^ H 45 N 6°5 Br er S aben dle folgenden Werte: C = 58,85* (58, 53*1 , 
H =6,59* (6,50*), N = 11,91* (12,05*) und Br = 11,32* 
(11,45*). 

9d. 2HBr ,H-CHA-»Arg-4-Me0i-2-NA 
25 4,88 g (7 mMol) der Verbindung 9c wurden gemass Bei- 

splel Id mit 28 ml 2N HBr in Eisessig deblocklert. Das nach 
Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde In 100 ml MeOH gelost 
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und auf einer SSule von "Sephadex LH-20" gereinigt. Die Haupt- 
fraktion des MeOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung 
unter Bildung von 4-Methoxy-2-naphthylamin spalten lless, wur- 
de im Vakuura bei 30 °C zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung 
5 des Rtlckstandes ira Vakuumtrockenschrank bei 4o°C iiber P 2 °5 er ~ 
hielt man 4,12 g (91,3* der Theorie) der amorphen Verbindung 
9d, die im DSC lm LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und 
Berechnung aus der Bruttoformel c 2 6 H 4o N 6 0 3 Br 2 er Saben die fol- 
genden Werte : C = 48,92* (48,46*), H = 6,36* (6,26*), N = 
10 12,84* (13,04*) und Br = 24,33* (24, 80*) . 
9e. Cbo-D-Val-CHA-Arg-4-MeO-2-NA.HBr 

3,22 g (5 mMol) der Verbindung 9d wurden gemass Bei- 
spiel le mit 2,05 g (5,5 mMol) Cbo-D-Val-OpNP umgesetzt. Das 
nach Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 125 ml 50*iger 

15 AcOH gelost und auf einer Saule von "Sephadex G-15" gereinigt'. 
Die erste Hauptf raktion des AcOH-Eluates, die sich durch Tryp- 
sinbehandlung unter Freisetzung von 4-Methoxy-2-naphthylamln 
spalten liess, wurde im Vakuum bei 4o°C zur Trockne einge- 
engt. Nach Trocknung des Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank 

20 bei 60°C Hber Pg0 5 erhielt man 3,15 g (79,1* der Theorie) der 
amorphen Verbindung 9e, die ira DSC im LMS C einheitlich war. 
Elementaranalyse uhd Berechnung aus der Bruttoformel • 
C 39 H 54 N 7°6 Br er S aben die folgenden Werte: C = 58,35* (58,79*), 
H = 6,78* (6J33*), N = 12,68* (12,31*) und Br = 9,82* (10,03*). 

25 9f . 2HBr . H-D-Val-CHA-Arg-4-MeO-2-NA 

1,59 g (2 mMoi) der Verbindung 9e wurden gemass Bei- 
spiel .if mit 8 ml 2N HBr in Eisessig dablockiert.. Das nach 
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Aufarbeltung erhaltene Rohprodukt wurde in 40 ml MeOH gelost 
und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" vorgereinigt . Die 
Hauptfraktion des MeOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehand- 
lung tinter Bildung von 4-Methoxy-2-naphthylamin spalten 
5 lless, wurde bei 30°C zur Trockne eingeengt. Dieses vorge- 
reinigte Produkt wurde in 60 ml 50*iger AcOH gelost und auf 
einer Saule von "Sephadex G-15" gereinigt. Die Hauptfraktion 
des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehandlung unter Ent- 
stehung von 4-Methoxy-2-naphthylamin spalten liess, wurde bei 
10 40°C im Vakuum zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Rtlck- 
standes im Vakuumtrockenschrank bei 40°C Ober ^ 2 °5 erhielt man 
1,09 g (73,3* der Theorie) der amorphen Verbindung 9f , die im 
DSC im LMS C einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung 
aus der Bruttoformel C^H^^Brg ergaben die folgenden W e r- 
15. te: C = 49,63* (50,07*), H = 6,70* (6,64*), N = 13,42* 
. . (13,19*) und Br = 21,22* (21,49*). 

Die Amino saure.analyse ergab die zu erwartenden Amino - 
sauren im richtigen VerhSltnis: 
D-Val: 1,00 - Arg: 1,01 - D-CHA: 0.98. 

20 Beispiel 10 

2HBr . H-D-CHG-Fhe-Lys-4-MeO-2-NA , 
lOft. B0C-Lys(€-Cbo)-4-Me0-2-NA 

GemSss Beispiel 4a wurden 9,51 g (25 mMol) BOC-Lys- 
(E-Cbo)-OH mit 4,33 g (25 mMol) 4-Methoxy-2-naphthylamln zur 
25 Reaktion gebracht. Der nach Aufarbeltung erhaltene Rtlckstand 

wurde in 175 ml MeOH gelost und auf einer SSule von "Sephadex 
. ^ LH-20" gereinigt. Aus dem "Me OH-Eluat wurden n ben dem er- 
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wdnschten Produkt BOC-Lys (fc-Cbo) -4-MeO-2-NA drei weitere Pro- 
dukte, naralich das Nebenprodukt N- (4-Methoxy-2-naphthyl) - 
karbaminsaure-isobutylester sowie die belden Ausgangsprodukte 
BOC-Lys (g-Cbo) -OH bzw. 4-Methoxy-2-naphthylamin in drei ver- 
5 schiedenen Fraktionen erhalten. Die das gewtinschte Produkt 
enthaltende Fraktion wurde im Vakuum bei 30 °C eingeengt. Nach 
Trocknung des Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 50 °C 
Clber P 2 °5 erhielt man 6' 2 ^ 8 (46, 9# der Theorie) der teilwei- 
se kristallinen Verbindung 10a, die im DSC in den LMS A und B 
10 einheitlich war. Eleraentaranalyse und Berechnung aus der Brut- 
toformel C^ Q H^N^0g ergaben die folgenden Werte: C = 66,83# 
(67,2730, H » 7,04£ (6,9656) und N = 8,09# (7,850). 
10b. CF ^COOH.H-Lys(g-Cbo) -4-Me0-2-NA 

5 , 36 g (10 mMol) der Verbindung 10a wurden gemass Bei- 
15 spiel 2b mit 20 ml Trif luoressigsaure deblockiert. Das nach 
Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 75 ml Me OH gelost 
und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinlgt. Die 
Hauptfraktion des MeOH-Eluates, die sich im DSC im LMS C ein- 
heitlich verhielt, wurde im Vakuum bei 30°G zur Trockne einge- 
20 engt. Nach Trocknung des Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank 
bei 40°C Qber P 2 0 5 erhielt man 5,10 g (92,80 der Theorie) der 
amorphen Verbindung 10b. Eleraentaranalyse und Berechnung aus 
der Bruttoforrael C 27 H 30 N 3°6 P er S aben die folgenden Werte: C » 
58,660 (59,010), H = 5,61% (5,50%) und N . - 7,92* (7,65*). 
25 10c. B0C-Phe-Lys(£-Cbo)-4-Me0-2-NA 

4,40 g (8 mMol) der Verbindung 10b wurden gemass Bei- 
spiel { 2c mit 3,40 g (8,8 mMol) BOC-Phe-OpNP umgesetzt. Das 
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nach Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt vmrde in 75 ml MeOE 
gelost und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt. 
Die erste Hauptf raktion des MeOH-Eluates, die sich im DSC in - 
den LMS A und B einheltlich verhielt, wurde im Vakuum bei 30 °C 

5 zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Rilckstandes im Va- 
kuumtrockenschrank bei 50°C Qber ? 2 0 5 erhielt man 4,54 g 
(83,1^ der Theorie) der amorphen Verbindung 10c. Elementar- 
analyse und Berechnung aus der Bruttoformel C^gH^gN^O^ erga- 
ben die folgenden Werte: C = 68,2^ (68,60#), H = 6,B5% 

10 (6,79£) und N - 8,415* (8,2l£). 

10d. CF -COOH-H-Phe-Lys (£-Cbo) -4-Me0-2-NA 
— j 

3 y ^1 & (5 mMol) der Verbindung 10c wurden gemass Bei- 
spiel 2d mit 20 ml Trif luoressigsaure deblockiert. Das nach 
Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 80 ml MeOH gelost 

15 und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" gereinigt* Die Haupt- 

- -fraktlon des MeOH-Eluates, die sich im DSC im LMS C einheit T 
lich verhielt, wurde im Vakuum bei 30°C zur Trockne eingeengt. 
Nach Trocknung des Rtlckstandes im Vakuumtrockenschrank bei 
* 40°C flber P 2 0 5 erhielt man 3,29 g (94, 4£ der Theorie) der 

20 amorphen Verbindung lOd. Elementaranalyse und Berechnung aus 
der Bruttoformel C 36 H 39 N 4°7 F 3 ersaben dle fo^Senden Werte: 
C -"61,82* (62,06#), H = 5,63* (5,64£) und N . 8,21<* (8,0^. 
lOe. Cbo -D-CHG-Phe -Lys (g-Cbo) -4-Me0-2-NA 

1*7^ S (2,5 mMol) der Verbindung lOd wurden gemass Bei 

25 spiel 2e mit 1,U g (2,76 mMol) Cbo-D-CHG-OpNF umgesetzt. Das 
nach Auf arbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 60 ml MeOH 
gelSst und ^auf einer Saule von "Sephadex LH-20 rt gereinigt. 
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Die ersze Hauptf raktion des MeOH-Eluates, die sich im DSC in 
den LMS A und B einheitlich verhielt, wurde im.Vakuum bei 30°C 
zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung des Rilckstandes im Va- 
kuuratrockenschrank bei 60°C tlber P 2 °5 ® ril ^? it . l man 1*7$ g 

5 (82,2% der Theorle) der amorphen Verbindung lOe. Elementar- 
analyse und Berechnung aus der Bruttoformel C 5Q H 5 ^N 5 0g erga- 
ben die folgenden Werte: C » 69,75* (70,15*), H = 6,82£ 
(6,71*) und N = 8,28# (8,18*). 
lOf. 2HBr.H-D-CHG-Phe-Lys-4-MeO-2-NA 

10 856 rng (1 mMol) der Verbindung lOe vmrden gemass Bei- 

spiel 2f mit 6 ml 2N HBr in Sisessig deblockiert. Das nach 
Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde in 20 ml AcOH gelost 
und auf einer Saule von "Sephadex LH-20" vorgereinigt . Die 
Hauptf raktion des AcOH-Eluates, die sich durch Trypsinbehand- 

15 lung unter Freisetzung von 4-Methoxy-2-naphthylamin spalten 

liess, wurde bei 30 °C zur Trockne eingeengt ♦ Das vorgereinigte 
Produkt wurde in 30 ml SO^iger AcOH gelost und auf einer Saule 
von "Sephadex G-15" gerelnlgt. Die Hauptf raktion des AcOH- 
Eluates, die unter der Elnwirkung von Trypsin 4- Methoxy-2- 

20 naphthylamin blldete, wurde im Vakuum bei 40°C zur Trockne 
eingeengt^ Nach Trocknung des Rtickstandes im Vakuumtrocken- 
schrank bei 40°C Ether Pg0 5 erhielt man 553 mg (73,8* der The- 
orle) der amorphen Verbindung lOf , die im DSC im LMS C ein- 
heitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der Brut to- 

25 formel C^H^^NgO^BTg ergaben die folgenden Werte: C =» 54,09* 
(54,48*), H = 6,31* (6,32*), N - 9,52* (9,34*) und Br « 20,86* 
(21,32*). 
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Die Amino saureanalyse ergab die zu erwartenden Amino- 
sauren im richtigen Verhaltnis: 
Phe: 1,00 - Lys : 1,02 - D-CHG: 0,99. 

Nach den in den vorangehenden Beispielen beschriebe- 
nen Methoden wurde eine Reihe weiterer Tripeptidderivate her- 
gestellt, welche in der Tabelle 1 zusammengestellt sind. 

Die zur Herstellung der in Tabelle 1 auf geftlhrten Trir- 
peptidderivate verwendeten Di- und Tripeptidzwischenprodukte 
sind in den Tabellen 2 und 3 zusammengestellt. 
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Example 78 
2AcOH.H-D-Nval-CHA-Arg-oNA 



0019589 



7,09. g (10 mftol) 2HBr.S-D-Nval-CHA-Ar S -pNA (hergs- 
stellt gemass Beispiel 38) wurden in 75 ml 6o*i gem wSssrigem 
MeOH gelost. Die LOsung wurde auf eine Saule von "Amberlite" 
5 JRA-401 in der Acetatf orra gegeben. Die SJtule wurde mittels 
60&Lgem wassrigem MeOH eluiert, wobei durch Ionenaustausch 
HBr durch AcOH ersetzt wurde. Das Eluat wurde in, Vakuum bei 
40°C zur Troclcne eingeengt. Nach dem Trocknen im Vakuumtrok- 
kenschrank bei 40°C Uber P 2 0 5 erhielt man 6,33 g bromidrreies 

10 . 2AcOH.H-D-Nval-CHA-Arg-pNA (98,5* der Theorie). 

Nach dieser Methode kann man aus dem oben genannten 
Tripeptidderivat entsprechend andere Salze mit organlschen 
SSuren, z.B. Ameisen-, Propion-, 0xal~, Wein-, Zitronen-, 
Milch-, Benzoe-, Chlorbenzoe-, Salicyl- oder Phthalsaure, 

15 herstellen. Man kann als Ionenaustauscher z.B. "Amberlite" 

JRA-401 in der Hydrochloridf orm verwenden und in die gewunsch- 
te SSuresalzform Uberfuhren, indem man den genannten Ionen- 
austauscher durch Behandlung mit Natronlauge in die basische 
OH-Porm tlberftthrt und dann mit einer Losung eines l:l-Ge- 

20 misches der gewtthschten organischen Saure und deren Natrium- 
salz in 60£igem wSssrigem MeOH behandelt. 
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Die quant itativen Enzymbestlmmungen mittels der er- 
f indungsgeraassen Tripeptidsubstrate konnen f olgendermassen . 
durcbgefvlhrt werden: 

1. Bestimmung von Urinkallikrein. 

1 ml Urin und 1 ml TRIS-Imidazol-Puf f er mit pH 7,9 
und Ionenstarke 1,0 werden 5 Min. bei 37 °C inkubiert und dann 
zentrif ugiert, urn Sedimente zu entfernen. 

In einer Plastikktlvette werden 1,4 ml dest. HgO von 
37°C und 0,4 ml des Zentrif ugats gut geralscht. Zu dieser Mi- 
schung gibt man 0,2 ml einer 2 x 10 molaren wassrigen Sub- 
stratlSsung und durchmi sent- die Komponenten schnell. Dieses 
Gemisch wird genau 15 Min. bei 37°C inkubiert. Dann wird dem 
Reaktionsgemiscb 0,2 ml Eisessig zugemischt, um die Enzymre- 
aktion zu unterbrecben. Zur Parbmessung verwendet man eine 
Vergleichsprobe (Blindprobe) , die aus den gleichen Komponen- 
ten zusammengesetzt ist, wobei Jedocb der Eisessig vor Zugabe 
des Substrates zugesetzt wird, um die Enzymreaktion zu ver- 
hindem. Dann wird bei 405 nm pnotometrisch oder spektropno- 
tometriscb die Menge der gebildeteti farbigen Verbindung BNH 2 
aus der Diff erenz zwlschen der Blindprobe und der zu bestlm- 
menden Probe ermittelt. Aus dem ermlttelten Wert wird die 
Urinkallikreinaktivitat im Urin nacb der f olgenden Pormel 
berecnnet: 

A OD, c M , _ x V x 3000 x P 

_ 15 Min. . — = mu/ml Urin 

15 Min. x v x £ 

A 0D = Zunabme der optischen Dichte bei *05 nm wahrend 15 
^1 Min. 
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V = Totalvolumen des Bestimmungsansatzes = 2,2 ml 

1000 = Umrechnungsf aktor zur Umwandlung von U in raU 
F = Verdtlnnungsfaktor des Urlns (2) 

v = Vo lumen der Probe = 0,4 ml 

5 <? = Extlnktlonskoefflzlent dividlert durch 1000 = 10,4 

Die Berechnung des Urinkallikreins im Urin kann auch 
durch eine kontinuierliche Messung des entstehenden Produktes 
R-NH 2 (z.B. des p-Nitroanilins) durchgefOhrt werden. Diese 
Methode ist nachstehend fur die Bestimmung von GlandulSrkal- 
10 likrein ira Sputum beschrieben. 

Im Urin ist neben dem Urihkallikrein auch Urokinase 
als proteolytisches Enzym vorhanden, welches gegebenenf alls 
die erflndungsgemassen Substrate ebenfalls, wenn auch nur ge- 
ringftlgig. spalten kann. Bel der oben beschrlebenen Bestim- 
15 mungsmethode misst man somlt die Summe der AktivitSten von 
Urinkallikrein und Urokinase. Urn die genaue Urinkallikrein- 
aktivitat zu erhalten, muss man die Urokinaseaktivitat abzie- 
hen, welche dadurch bestimmt werden kann, dass man in einem 
Vergleichsversuch durch Zugabe von 0,075 Einheiten Trypsinin- 
20 nlbitor (Trypsininhibitor aus Rinder lunge) pro ml Puffer die 
Urinkallikrelnaktivitat vollstandig hemmt und nur die Uroki- 
naseaktivitfit misst. 

2. Bestlmraung des GlandulSrkallikreins im Sputum: 
Man mischt 0,5 ml Sputum mit 2 ml TRIS-Imidazol-Puf - 
25 fer (IonenstSrke 1,0) und prainkubiert die Mischung 5 Min. 
bel 37°C. Das Inkubat wird zentrifugiert . In eine TestkUvette 
wird 1,5 ml dest. HgO von 37°C vorgelegt und mit 0,25 ml des 



10 
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Zentrifugats versetzt. Die Komponenten werden gut gemischt. 
Dann wird 0,2 ml 2 x lO"- 5 molare wassrige Subs trat 15 sung 
zugesetzt und gemiscbt. Dann wird bel 405 nm die Extinktions- 

* 

anderung kontinuierlich mittels eines Scbrelbers wabrend 5-10 
Min. verfolgt. Aus dem ermittelten £± 0D pro Min. wird mit- 
tels der nachstehenden Pormel die Kallikreinaktivitat pro ml 
Sputum in mU errechnet: 

A 0D*n n x V x 100 x P 

2Si5^ = mU/ml Sputum 

v x £ 

F . 5 
V = 1,95 
v * 0,25 

1 U (Einheit) = Enzymmenge, die wShrend 1 Min. 1 uMol Substrat 
; un'ter optimalen oder sonst festgelegten Be- 

dingungen in Bezug auf pH, Ionenstarke* Tem- 
^5 peratur und Substratkonzentration zu spalten 

vermag 

In Pankreassaft liegt das Pankreaskallikrein baupt- 
satcbllch in Form von Prakallikrein vor und kann erst nacb Ak- 
tivierung, z.B. mittels Trypsin, bestimmt werden. Das Trypsin 
20 wird aabei nacb der Aktivierung des PrSkallikreins mittels 

Soyabobnentrypsinlnbibitor (SBTI) gebemmt. In diesem Aktivie- 
rungsgemisch ISsst sich der Kallikreingebalt nacb einer der 
oben beschriebenen Metboden bestimmen. 
3. Bestimmung von Plasmin: 
25 Man miscnt 1,7 ml TRIS-Imidazol -Puffer (pH 7,5, Ionen- 

starke 0,2) bei 37° C mit 0,1 ml einer LSsung von Plasmin In 
25$igem Glycerin und inkubi rt die Miscnung wSbrend 1 Min. bel 
37°C. Dann gibt man der Miscbung 0,2 ml einer wSssrigen 2 x 
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10 molaren Sub stratlo sung von 37 °C zu und durchmischt das 
Ganze schnell. Man erraittelt dann kontinuierlich die pro Zeit- 
einheit aus dem Substrat freigesetzte Menge des Spaltproduktes 
R-NH 2 . Aus dem pro Min. ermlttelten Wert berechnet man dann 
5 die Plasminaktivitat pro ml Probe in mU nach der folgenden 
Forme 1 : 

^E/Min. x V x 1003 

= mU/ml Probe 

v x £ 

/\E = pro Min. freigesetzte Menge des Spaltproduktes 
V = Totalvolumen des Testansatzes 
10 v a- Volumen der Probe 

£ = Extinktionskoef f izient dividiert durch 1000 

4. Bestimmung von Antiplasrain in Humanplasma: 
0,1 ml von mit TRIS-Imidazol-Euf f er im Verhaltnis 1:20 
verdxlnntem Plasma v*ird mit 0,02 ml einer Losung von 1,25 CU . 
15 Humanplasmin (Praparat der Firma AB Kabi, Stockholm, Schweden) 
und 50 ATU Hirudin (PrSparat der Firma Pentapharm AG, Basel, 
Schweiz) pro ml in 25#igera Glycerin geraischt. Die Mischung 
wird wahrend 90 Sek* bei J7°C inkubiert. Man mischt das Inku- 
bat mit 1,7 ml TRIS-Imidazol-Puf f er von 37°C (pH 7,5, Ionen- 
20 starke 0,2) und dann mit 0,2 ml 2 x 10"- 5 raolarer vfassriger 

Subs t rat 16 sung, Dann misst man kontinuierlich die pro Zeitein- 
heit aus dem Substrat freigesetzte Menge des Spaltproduktes 
R-NHg. Aus dem ermlttelten Wert berechnet man in der oben an- 
gegebenen Weise die restliche Plasminaktivitat. 
25 In einem Blindversuch wird das Plasma durch die ent- 

sprecliende Menge Puffer ersetzt, sonst aber in der oben be- 
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schriebenen Weise gearbeitet. Die ermittelte Plasminaktivitat 
entspricht der eingesetzten Menge Plasmin. Man ermittelu die 
Antiplasminaktivitat aus der Diff erenz zvfischen der im Blind - 
versuch bestimmten Plasminaktivitat und der im Test mit Plasma 
bestimraten restlichen Plasminaktivitat nach folgender Formel: 

(AEsiindprobe ; AE piasmaprob y^n. x V x F x 1000 _ 

v x £ Plasma 
F = Verdilnnungsf aktor des Plasmas (20) 

Mit den erf indungsgemassen Substraten kann man ferner 
Plasminogen in Humanplasma bestimmen, indem man in einem Puf- 
f ersystem das im Plasma vorhandene Plasminogen mittels. Uro- 
kinase oder Streptokinase in Plasmin tlberftlhrt und die Menge 
des entstandenen Plasmins mittels eines erf indungsgemassen 
Substrates nach der oben be schriebenen Plasrainbestimmungsme- 
thode bestimmt. Aus dem ftlr Plasmin ermittelten Wert ergibt 
sich die im Plasma ursprtinglich vorhandene Menge Plasminogen, 
da bei der Aktivierung aus 1 Molektll Plasminogen 1 Molektll 
Plasmin entsteht. 

In der nachf olgenden Tabelle 4 ist die Suszeptibilitat 
einiger der erf indungsgemassen Substrate gegentlber Organ- oder. 
GlandulSrkallikreinen , Plasmin und Thrombin angegeben. 
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Tabelle 4 



AktivitSt von Urinkallikrein in 1 ml menschllchem Urin* Sub- 
mandibularis-Kallikrein in 1 ml Sputum, Humanplasmin und hu- 
manem NIH-Thrombin, gemessen mittels der erf indungsKemassen 
Substrate bei konstanter Substrat- und Enzymkon^ntraWon? 
w^J e ^i e J? ( au sgenommen Thrombin) sind die entsprechenden 

2HC h d v? V° r 6ka ^ e ?;. lm Handel erhaltlichen Substrate 
2HCl.H-D-Val-Leu-Arg-pNA (A) und 2HC1. H-D-Val-Leu-Lys-pNA (B) (s 
DOS 26 29 067) angeftlhrt. Substr^n^n^o,^. o J^-T \ a) U 





Menge des durch 1 ml Humanurin, 1 ml- Humansputura, 
1 CU-Einheit Humanplasmin und 1 NIH-Einheit Thrombin 
pro Min. freigesetzten Spaltproduktes R-NH in 
Nanomol 2 




Urinkallikrein 


Submandibu- 
lari s— 

Kallikrein 


Humanplasmin 


Human - 
thrombin 


A 


0,90 


12,2 






B | 


0,30 


5,7 






Substra- 










te gem. 
Beispiel 








1 


0,84 


12,9 


699 


8,27 


2 


0,8o 


25,6 


1150 




3 


2,55 


31,2 


430 




4 


0,60 


J-5,7 


1120 




5 


2,42 


28,5 


408 




6 


0,72 


24,8 


1215 




7 


2,55 


31,1 


428 




8 


0,58 


17,6 


1180 




9 


2,38 


25,4 


388 




10 


0,61 


14,9 


1165 




11 


0,60 


11,6 


381 


33,9 


12 


2,75 


30,5 


421 


4,0 


13 


2,67 


36,6 


446 


7,44 


14 


1,02 


6,7 


505 


0,35 


15 


2,50 


23,1 


440 


0,39 


16 


3,31 


32,2 


1200 


17,1 


17 1 


0,77 


7,4 


860 


18,7 
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Tabelle 4 (Fortsetzung) 



18 


0,67 


8,5 


1200 


li i r 

4, 53 


19 


- It si 1 

1,40 


Q i 

9,1 


1200 


54, 4 


20 


0,28 


It It 

4,4 


500 


0,99 \ 


21 


0,40 


2,2 


460 


1,20 : 


22 


0,63 


11,7 


250 


0,75 ; 


23 


1,20 


21,4 


690 


t. mm t~\ 

45,8 ; 


24 


1,87 




10 


0,29 j 


25 


0, 52 | 


10,7 


390 


1,52 j 


26 


0,19 


8,3 


194 


0,8 ' 


27 


0,33 


12,9 


511 


96,3 


28 | 


0 


9,9 


122 


80,4 \ 


29 


0,71 


4,4 


639 


ji 

4,54 \ 
0,27 [ 


50 


0 


1,3 


61 




P 


1,9 


231 


3,78 6 


32 


0,20 


3,8 


613 


0,8 J 


33 


0,10 


0,9 


837 


0,4 j 


34 


1,40 


16,5 


532 


0,4 \ 


35 


0,10 


0,9 


894 


„ _ } 
0, 5 


36 


3,11 


35,9 


1069 


6,8 


37 


2,08 


28,1 


1179 


7,3 


. 38 


3,12 


41,3 


969 


5,1 


39 


2,14 


I 28,5 


8l4 


3,9 


40 


1,73 


! 22,4 


433 


1,5 


41 


1 2,99 


31,2 


623 


2,8 


42 


0,49 


3,9 


969 


2,0 


43 


0,49 - 


5,2 


1407 


8,3 


44 


0,42 


4,9 


1219 


l,o 


45 


0,59 


j 10,9 


1252 


9,5 


46 


0,26 


6,1 


843 


2,6 


47 


0,19 


7,0 


818 


1,0 


48 


0,72 


9,5 


239 


158 


49 


0,66 


10,6 


389 


163,5 


5 ; 0 


0,61 


6,8 


1 313 


14,4 


51 


0,33 


11,7 


596 


58,1 
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52 


0,64 


8,8 


555 


57,6 


53 


0,67 


25,8 


j 422 


27,4 


54 


0, 58 


22,9 


382 


19,2 


55 


0,42 


23,5 


141 


4,2 


56 


0,64 


29,4 


.559 


120,2 


57 


0,45 ; 


31,1 


591 


112,1 


58 


0,38 j 


22,1 


446 


63,7 


59 


0,33 


5,9 


101 


7,5j 


60 


0 j 


1,4 


10 


1,3 


61 

i 


0,33 


4,9 


60 


3,7 


62 j 0,25 j 


7,2 


26 


2,4 


63 j 0,42 ! 


7,0 


I 841 


2,4 


64 j 


0,5 


9,7 


! 1261. 


25,8 


65 


1,92 


14,2 


259 


142,5 


66 


0,53 


9,8 


228 


114,2 


67 . 


0,53 


13,5 


739 


41,0 


68 


0,45 


15,0 


899 


77,6 


69 


0,35 


14,2 


574 


97,1 


70 


0,38 


24,2 


488 


67,4 


71 


1,87 


18,04 


655 


6,9 


72 


2,22 


21,0 


532 


3,6 


73 


1,73 




77B 

l (O 


■at h 

3,4 


74 • 


0,77 


8,4 


695 


3,9 


75 


| 0,51 


14,5 


439 


102,9 


76 


0,51 


18,1 


478 


108,9 


77 


0,64 


18,2 


463 


114,2 



* Urinprobe erhalten durch Mlschen von 100 ml Morgenurin 
gesunder Personen 
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Bei der Messung des durch die enzymatlsche Hydrolyse 
des Substrates gebildeten Spaltproduktes R-NHg gent man von 
der Voraussetzung aus, dass das Spaltprodukt ein UV-Spektrum 
besitzt, das von derajenigen des Substrates verschieden und in 
5 Rlchtung hoherer Wellenlangen verschoben 1st. Die Absorption 
des Substrates bei 405 nm ist praktisch Null. p-Nitroanilin 
als Spaltprodukt weist ein Absorptionsraaxiraum bei 380 nm und 
einen molaren Extinktionskoef f izienten von 13*200 auf. Bei 405 
nm ist der Extinktionskoef fizient nur wenig niedriger, d.h. 
LO 9650. Der Grad der enzymatischen Hydrolyse des Substrates, wel- 
cher der Menge des abgespaltenen p-Nitroanilins proportional 
1st, lasst sich durch spektrophotometrische Messung bei 405 nm 
bestimmen. Aucb bei Anwesenheit eines Ueberscnusses an Substrat 
wird die Messung bei 405 nm nicht gestSrt. 
15 Bei den Substraten, die als chromogene Gruppe eine 

2-Naphthylamlno-, 4-Methoxy-2-naphthylamino-, 4-Metnyl-cumaryl- 
(7) -amino- oder 1, 3-Bi(methoxycarbonyl) -phenyl- (5) -amino-Gruppe 
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enthalten, wird die Menge des Spaltproduktes R-NH 2 durch 
Fluoreszenzspektrophotometrie gemessen. In einem aus Enzym, 
Puffer und Substrat bestehenden Testsystem misst man kontinu- 
ierlich das energiearmere emittierte Licht bei 400-^70 run, 
5 nachdem man das gebildete f luoreszierende Spaltprodukt mit 
energiereicherera Licht erregt hat. Die pro Zeiteinheit gebil- 
dete Menge Spaltprodukt 1st ein Mass fur die vorhandene Enzym- 
aktivitat. 1 ;iMol Spaltprodukt pro Minute entspricht defini- 
tionsgemass 1 Enzym-Einheit, bezogen auf ein gegebenes Sub- 
10 strat . 



i 
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Patentansprflche 
1. Tripeptidderlvate der allgemeinen Formel 

H-D-X-Y-Z-R I 

in weleher 

5 X eine Cyclohexylglycyl-, Cyclohexylalanyl-, p-Hydroxycyclo- 
hexylalanyl-, Phenylglycyl-, Phenylalanyl- , Tyrosyl-, Leu- 
cyl-, Isoleucyl-, Norleucyl-, Valyl-, Norvalyl-, a-Aminobu- 
tyryl-, Alanyl-, Prolyl- oder PipecoSnoyl-Gruppe darstellt, 
Y eine Cyclohexylglycyl-, Cyclohexylalanyl-, p -Hydroxy eye lo- 

10 hexylalanyl-, Phenylglycyl-, Phenylalanyl- oder Tyrosyl - 

Gruppe und, falls die Bedeutung von X auf Cyclohexyiglycyl, 
Cyclohexylalanyl, p-Hydroxycyclohexylalanyl, Phenylglycyl, 
Phenylalanyl oder Tyrosyl beschrahkt 1st, zusStzlich eine 
Leucyl-, Isoleucyl-, Norleucyl-, Valyl-, Norvalyl-, a-Ami- 

15 nobutyryl-, Alanyl-, Prolyl- oder Pipeco3inoyl-Gruppe dar- 
stellt, 

Z eine Arginyl- oder Lysyl-Gruppe darstellt und 
R eine chromogene Gruppe darstellt, welche durch enzymatische 
Hydrolyse abspaltbar 1st und eine farbige oder fluoreszie- 
20 rende Verbindung zu bilden vermag, 
und deren Salze mit SSuren. 

2. Tripeptidderlvate gemSss Paten tanspruch 1, da- 

durch gekennzeichnet, dass 

a) X eine Cyclohexylglycyl-, Cyclohexylalanyl- oder Cyclohe- 
25 xyltyrosyl-Gruppe und 

Y eine Alanyl-, a-Aminobutyryl-, Valyl-, Norvalyl-, Leucyl- 
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Norleucyl-, Isoleucyl-, Prolyl- oder Pipecolinoyl-Gruppe 
darstellen, 
Oder 

b) Y eine Phenylalanyl-, Phenylglycyl- oder Tyrosyl-Gruppe 
5 und 

X eine Cyclohexylglycyl- , Cyclohexylalanyl-, Cyclohexyl- 
tyrosyl-, Phenylalanyl- oder Phenylglycyl-Gruppe darstel- 
len, 
oder 

10 c) Y eine Cyclohexylglycyl-, Cyclohexylalanyl-, Cyclohexyl- 

tyrosyl-, Phenylglycyl- oder Tyrosyl-Gruppe darstellen und 
X eine Alanyl-, cc-Aminobutyryl-, Valyl-, Nvalyl-, Leucyl-, 
Norleucyl^, Isoleucyl- oder Prolyl-Gruppe darstellen, 
oder 

15 d) X eine Phenylalanyl-, Phenylglycyl- oder Cyclohexylglycyl- 
Gruppe und 

Y eine Cyclohexylalanyl-, Cyclohexylglycyl- oder Cyclohexyl- 
tyrosyl-Gruppe darstellen. 

3. Tripeptidderivate gemass Patentanspruch 1, da- 
20 durch gekennzeichnet, dass das an Arg oder Lys gekntlpfte Di- 
peptidfragment eine CHG-Ala-, CHG-But-, CHG-Nval-, CHG-Leu-, 
CHG-Nleu-, CHG-Pro-, CHG-Pip-, CHA-Ala-, CHA-But-, CHA-Nval-, 
CHA-Leu-, CHA-Nleu-, CHA-Pro-, CHA-Eip-, CHT-But-, CHT-Leu-, 
CHT-Pro- oder CHT-Pip-Gruppe, oder eine CHG-Phe-, CHG-Ph'Gly-> 
25 CHG-Tyr-, CHA-Phe-, CHA-Ph'Gly-, CHA-Tyr-, CHT-Phe-, CHT- 

Ph'Gly-, CHT-Tyr-, Phe-Tyr-, Ph'Gly-Phe- oder Ph'Gly-Tyr- 

i 
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Gruppe, Oder eine Ala-CHA-, Ala-Ph 1 Gly-, But-CHA-, Val-CHG-, 
Val-CHA-, Val-CHT-, Nval-CHA-, Nval-Ph 'Gly- , Nval-Tyr-, Leu- 
CHA-, Leu-Ph'Gly-, Nleu-CHA-, Ile-CHA-, Pro-CHG-, Pro-CHA- 
Oder Pro-CHT-Gruppe, oder eine Phe-CHA-, Phe-CHG-, Ph f Gly- 
5 CHA-, Ph'Gly-CHG, Ph f Gly-CHT-, CHG-CHA- Oder CHG-CHG-Gruppe 
1st. 

4. Tripeptidderivate gemass Patentanspruch 1 bis 3, 
in welchen R eine p-Nitrophenylamino-, 2-Naphthylaraino~, 4- 
Methoxy-2-naphthylamino-, 4- Methyl -cumaryl- (7) -amino-, 1,3- ' 

10 Di ( me thoxycarbonyl) -phenyl- (5) -amino-, Chinonylamino- oder 
Nitrochinonylamino-Gruppe 1st* 

5. Tripeptidderivate gemass Patentanspruch 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie mit einer Mineralsaure, z.B. 
HC1, HBr, HgSO^, H^PO^ oder einer organischen Saure,;,, z.B. 

15 AmeisensSure, Essigsaure, Prop^ionsaure, TrimethylessigsSure, 
Methoxyessigsaure, einer halogenierten EssigsSure, wie Tri- 
chlor- oder Trif luoressigsSure, GlykokollsSure, MilchsSure, 
OxalsSure, Malonsaure, ZitronensSure, BenzoesSure, eine im 
Kern substituierte aromatisohe Saure, wie Toluylsauren, 

20 Chlor- oder Brombenzoesauren, Methoxybenzoesauren und Amino - 
benzoesSuren, oder Phthalsaure, protonisiert sind.. 

6. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von prote- 
olytischen Enzymen, insbesondere Enzymen der Enzymklasse 
E.C. 3.4.21., welche nattirliche Peptidketten an der Carb- 

25 oxylseite sowohl von Arginin als auch von Lysin spalten, in 
Medien, welche die genannten Enzyme enthalten oder in welchen 
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die letzeren gebildet oder verbraueht werden, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass man das genannte Medium mit eineni Tri- 
peptidderivat der Formel I gemass Patentanspruch 1 bis 3 
zur Reaktion bringt und die Menge des durch die hydroly- 
tische Einwirkung des Enzyms auf das Tripeptidderivat ge- 
bildeten farbigen oder f luoreszierenden Spaltproduktes 
R-NH 2 durch photometrische , spektrophotometrische, fluor- 
eszenzspektrophotoraetrische oder elektrochemische Methoden 
misst . 

7. Verfahren gemass Patentanspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man Organ- oder Glandularkallikreine in 
raenschlichen Korperf Itissigkeiten, z.B. Urin, Pankreassaf t , 
Darmschleim, Milchdrtlsensekret , Schweissdrtlsensekret, 
Sputum oder Blut, bestimmt. 

x 8. Verfahren gemass Patentanspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man Plasmin in Blut oder Blutplasma be- 
stimmt. 

9. Verfahren gemass Patentanspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man Thrombin in Blut oder Blutplasma be- 
stimmt. 
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